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(54)TItIe: NEW CONJUGATES FOR THE INTRODUCTION OF NUCLEIC ACID INTO HIGHER EUKARYOTIC 
CELLS 

(5*) Bezelchnung: NEUE KONJUGATE ZUM EINFOHREN VON NUKLEINSAURE IN HOHERE EUKARYOTISCHE 
ZELLEN 

(57) Abstract 

The invention concerns conjugates for insert- 
ing gene constructs into higher eukaryotic cells, the 
conjugates comprising a vims bound "wa an antib- 
ody to a substance having affinity for nucleic acid. 
Comj^le^tes of i^e conjugates with nucleic acid are 
intemalix^i into the cell, optionally with the assist- 
ance of a cell-type-specific internalization factor, 
the virus causing, as a component of the complex, 
the intemalLzation and the liberation of the content 
of the endosoraes in which the complexes are Iocal*j^„t|,^a^pgp_pjj,y|y^,„ 
ized after entering the cell The invention also con- 
cerns phannaceutically preparations in which the 
nucleic acid is a therapeutically active gene con- 
struct, in particular preparations for use in gene 
therapy and transfection kits. 

(57) Zusammenfassuttg 

Kbnjiigate. in denen ein Virus fiber einen AntikSrper an eine Nukleinsaure-affme Substanz gebunden ist, fOr den Trans- 
port von Genkbbsttukten in habere eukaryotische Zellen. Komplexe aus den Konjugaten und Nukleinsaurc werdeti, gegebenen- 
falls unter Mitwirkung eines zelltypspezifischen Intemalisieningsfaktors, in die Zelle intemalisiert, wobei das Virus als Bestand- 
tcil des Komplexes die Intemalisierung sowie die Freisetzung des Inhalts der Endosomen, in dcnen die Komplexe nach Eintritt 
ip die Zelle lokalisiert sind, bewirkt. Pharmazeutische Zubereitungen, in denen die NukleinsSure ein therapeutisch wirfcsames 
Getikonstrukt ist, insbesondere zur Verwendung fOr die Gentherapie, und Transfektionskits. 
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Neue Kon jugate zum EinfiUiren von NukleinsSure in tiahere 
eukaryotlsche Zellen 

Die Erfindung bezieht sich auf das Einbringen von 
Nukle±nsauren in hShere eukaryotische Zellen . 

Bedarf an einem ef fizienten System far das Elnftihxen 
von NukleinsMure in lebende Zellen bestebt vor allem im 
Rahmen der Gentherapie. Dabei werden Gene in Zellen 
eingeschleust, um in vivo die Syn these therapeutiscb 
wirksamer Genprodukte zu erzielen, z.B. urn im Falle 
eines genetischen Defekts das fehlende Gen zu ersetzen. 
Die "klassische" Gentherapie beniht auf dem Prinzip, 
durch eine einmalige Behandliing eine dauernde Heilung 
zu erzielen. Danetoen besteht jedoch Bedarf an 
Behandlungsmethoden, bei denen die therapeutiscb 
v/irksame DNA (oder auch mRNA) wie ein Medikament 
( "Gentherapeutikum" ) je nacb Bedarf einmalig Oder 
wiederholt verabreicht wird. Beispiele fiir genetisch 
bedingte Erkrankungen^ bei denen die Gentherapie einen 
erfolgversprechenden Ansatz darstellt, sind HHrnoptailie, 
beta-Thalassamie und "Severe Combined Immune 
Deficiency" (SCID), ein Syndrom, das durch einen 
genetisch bedlngten Mangel des Enzyms Adenosindeaminase 
hervorgerufen wird. Anwendungsmttglichkeiten bestehen 
weiters bei der Jmmunregulation, wobei durch 
Verabreichung funktioneller Nukleinsaure, die fUr ein 
sekretiertes Protein-Antigen oder fUr ein nicht* 
sezerniertes Protein- Antigen kodiert, mittels einer 
Impfung eine humor ale oder intra z el lul^re Xmmunitat 
erzielt wird. Weitere Beispiele fiir genetische Defekte, 
bei denen eine Verabreichung von NukleinsSure, die fiir 
das defekte Gen kodiert, z.B, in individuell auf den 
Bedarf abgestimmter Form verabreicht werden kann, sind 
Muskeldystrophie ( Dystrophin -Gen ) ^ Cystische Fibrose 
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("Cystic fibrosis taransmembrane conductance regxilairor 
gene")r HyperchoXesterolSmie ( LDL-Rezeptror-Gen ) . 
Gemrherapeutischa BehandXungsmeirhoden sind welters 
potentiell dann von Bedeutung, wenn Hormone, 
Wachstumsf alctoren oder cytotoxisch oder 
Immunmodulierend wirkende Proteine im Organismus 
synthetisiert werden sollen. 

Die Gentherapie stellt auch einen erfolgrverspredhendiii 
Ansatz ftir die Behandlung von Krebs dar, wobel sog- 
"Krebs vaccine" verabreicht werden* Urn die 
Xmnixmogenizitat von Tumorzellen zu erhdhen, werxlen 
diese verSndert, \m sie entweder starker antigenisch zu 
machen, oder urn sie zu veranlassen, bestlirante 
ijniauninodulierende Substanzen zu erzeugen, z.B. 
Zytokine, die dann eine Immunantwort ausl&sen. Um dies 
zu bewlrken, werden die Zellen mit DNA transfizlert, 
die fiir ein Zytokin, z-B. XL-2, IL-4, IFN-gamma, TNF-a, 
kodiert. Bisber wurde Gentransfer in autologe 
Tumorzellen hauptstcblich mittels retroviraler Vektoren 
dtirchgef iihr t . 

Die Wirkungswelsa von Antisense RNAs und -DNAs sowie 
von Ribozymen ermaglicht deren Anwendung als 
TherapeutiJ^a zur Blockxerung der Expression bestlmmte?: 
Gene (wle deregulierter Onkogene oder vlraler Gene) in 
vivo. Es wurde berelts gezeigt, daS kurze Antisense- 
Oligonukleotide in ZelXen importiert werden und dort 
ihre inhibierende Wlrkung ausQben kannen ( Zamecnik et 
al*, 1986), wenngXelch ihre intrazelluiare 
Konzentration, u,a. wegen ihrer beschrankten Aufnahme 
durch die Zellmembran auf Grund der starken negativen 
Iiadung der NukleinsSuren, gering ist. 

FUr die Gentransforraation von saugetierzeilen in vitro 
sind verschiedene Technlken bekannt, deren 
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Anwendbarkeit in vivo jedoch beschrSnkt Ist (dazu 
zMhXen das Einbringen von DNA mititels Liposomen, 
Elektroporation, Mikroinjektion^ Zellfusion, DEAE- 
Dex-tran Oder die Calciumpnosphat- 
Prazipit:ationsmethode) . 

In jtingster Zeit vmrden biologische Vektoren 
entwickelt, die den Transfer von Genen bewerkstelligen, 
indem sie sicb der effizienten Eintritrtsmechanismen 
ihrer Ausgangsviren bedienen. Diese S-trategle wurde be± 
der Konstruktion rekombinanter retroviraler und 
adenoviraler Vektroren angewendet, um einen hoch- 
wirksamen Gentransfer In vitro und in vxxro zu erzielen 
(Berkner, 1988). Bei all ihrer Wirksamkeit sind diese 
Vektoren Bescbrankungen, und zwar hinsichtlich der 
GrQBe und Konst:rukt;ion der zu "trans ferierenden DNA^ 
un-terworfen. AuBerdem bringen diese Mittel 
Sicherheitsrisken aufgrund des Co-Transfers von 
lebensf^igen viralen Gen- Elementren des Ursprungsvlrus 
mit sich. So ist: z.B. die Verwendung von Retroviren 
problematisch, weil sie^ zumindest zu einem geringen 
Prozenlrsatz, die Gefahr von Nebenwirkungen wie 
Infektion mit dem Virus {durch Rekombination mit 
endogenen Viren Oder Kontamination mit Helferviren und 
magliche anschlieBende Mutation zur pathogenen Form) 
Oder Entstehung von Krebs in sich birgt. AuBerdero ist 
die stabile Transformation der somatischen Zellen des 
Patienten, wie sie mit Hilfe von Retroviren erzielt 
wird, nicht in jedem Fall wiinschenswer t , weil dadurcb 
die Behandlung, z,B. bei Auftreten von Nebenef fekten, 
nur mehr scbwierig riickgangig gemacht werden kann, 

Um diese BeschrSnkungen zu umgehen^ wurden alternative 
Strategien fiir den Gentransfer entwickelt^ denen 
Mechanismen zugrundeliegen, deren sich die Zelle fUr 
den Transport von Makromolekaien bedient. Ein Beispiel 
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dafvir ist der Imporl: von Genen in die Zelle iiber den 
auBersI: leis1:ungsfah±gen Weg der Rezeptor-veinnlttelten 
Bndo^ose (Wu und Wu, 1987, Wagner el: al., 1990, und 
EP-Al 0388 758). Dieser Ansatz bedient sich , , 

bifunlrtioneller moXekularer Konjugate, die eine DNR^ 
Bindungsdomane und eine DomSne nd.t Spezifitat fiir elnen 
Zelloberfiachen-Rezeptor aufweisen (Mu und Wu, 1987, 
Wagner et al., 1990). Wenn die Erkennungsdomane (im 
folgenden als intemalisierungsf aktor" bezeichnet) vom 
Zelloberfiachen-Rezeptor erkannt wird, wird das 
Kondugat Obex den Weg der Rezeptor-vermittelten 
Endozytose intemalisiext, wobei die an das Konjugat : 
gebundene DNA mitttanspon:ien: wird. Mit H±lfe dieser. 
Methode konnten Gentransfer-Raten erziell: werden, die 
den herkdSinmlichen Methoden zumindest ebenbttrtig waren 
(zenke et al., 1990). 

wahrend dieses Vektxjrsystem groBe Mengen von DNA in 
Zellen transportieren kann, die den geeigneten 
Zelloberfiachenrezeptor besitrzen, steht die 
emrsprechende Gen-Expression sehr oft nicht im Einklai^g 
mit der Transportrkapazitat (Gotten et al., 1990). Es 
wurde u.a. angenommen, dafi die Ursache fUr dieses 
PhSnomen darin geXegen ist, daB die tiber Rezeptor- 
vennittelte Endozytose in die Zelle befiSrderte DNA in 
Lysosomen landet, wo sie einem Abbau unterliegt (Zenke 
et al., 1990, Gotten et al. , 1990). Daher stellt die 
Tatsache, daB die in Lysosomen intemalisierte DNA Qber 
keinen spezifischen Mechanismus verfUgt, aus dem 
intrazelluiaren Vesikelsystem auszutreten, eine diesem 
Transportsystem immanente Beschrankung dar. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, 
diese Beschrankungen zu reduzieren bzw. zu beseitigen. 



Eine Vielzahl von Viren bewerkstelligen ihr Eindringen 
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In den eukaryotischen Wiri: iiber Mechanismen, die im 
Prinzlp denen der Rezeptor-vermittelten Endoziytose 
©ntsprechen. Eine Vlrusinfektion auf Basis dieses 
Mechanismus beginnt im allgemeinen mi-t der Bindung von 
Viruspartikeln an Rezeptoren auf der Zellmembran, Im 
AnschluB daran erfolgt die Intemalisiening des Virus 
in die Zelle- Dieser intemalisierungsvorgang folgt 
einer gemeinsamen Route, en-tsprechend dem Eintrit-t von 
physiologischen Liganden Oder von Makromolektilen in die 
Zelle: Die Rezeptoren auf der ZelloberfXadie ordnen 
sich zun^chst in Gruppen an, um ein sog. "coated pit" 
zu bilden, daraufbin stillpt sich die Membran nach innen 
und bildet ein von einer Httlle umgebenes Vesikel. 
Nacbdem sich dieses Vesikel seiner Clatbrin-HOlle 
entledigt liat, erfolgt in seinem Inneren mit Hilfe 
einer in der Membran lokalisierten Protonenpumpe eine 
Ans^uerung. Dadurch wird die Freisetzung des Virus aus 
dem Endosom bervorgeruf en • In Abhangigkeit davon, ob 
das Virus eine Lipidhttlle aufweist Oder nicht, wuxden 
zwei Arten der Freisetzung des Virus aus dem Endosom in 
Betracht gezogen: Im Fall von sog, "nackten" Viren 
(z.B* Adenovirus, Poliovirus, Rbinovirus ) wurde 
vorgeschlagen, dafl der niedrige pH-Wert 
Konformationsanderungen in Virusproteinen hervorruft, 
Dadurch werden hydrophobe DomSnen freigelegt, die bei 
physiologischera pH-Wert nicht zuganglicb sind. Diese 
DomSnen erlangen dadurch die FSihigkeit, mit der 
Endosomenmerabran in Wechselwirkung zu treten imd damit 
die Freisetzung des Virusgenoms aus dem Endosom ins 
Zytoplasma zu bewirken. Von Viren mit HUlle (z-B* 
Vesicular Stomatitis Virus, Semliki Forest Virus, 
Influenza Virus) wird vermutet, dafi der niedrige 
pH-Wert die Struktur oder Konformation einiger 
Virusproteine modifiziert, wodurch die Fusion der 
Virusmembran mit der Endosomenmembran gefcSrdert wird, 
Viren, die mit Hilfe dieses Mechanismus in die Zelle 
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eindringen, weisen bes1:inmite molekulare Beson4erheit:en 
auf , die es ihnen ermttglichen. die Endosomenmembran 
auf zubrechen, urn sich Eintritt ins Zytoplasma zu 
verschaffen. 

Andera Viren, z-B. die eine HUlle aufweisenden Viren 
Sendai, HIV und einige Moioney LeukSmie-Virusstamme, 
Oder die keine HUlle aufweisenden Viren SV40 und ; . , 
Polyoma benOtigen fOr ihr Eindringen in die 2elle kein • 
niedriges pH-Miiieu, kGnnen entweder direkt: an der 
zelloberfiache eine Fusion mit der Membran herbeifuhren 
(Sendai Virxis, maglicherweise HIV) Oder aber sie 
vermOgen Mechanismen auszuiasen, urn die ZeXlmembran 
aufzubrechen Oder sie zu passieren. Es wird angenoramen, 
daB auch die pH-Wer-b-unabhSngigen Viren den Endozytose- 
Weg benutzen kGnnen (McClure et al. , 1990). 

in Experiraenten, die der vorliegenden Erfindung 
vorausgegangen sind, wurde festgestellt, daB der 
Gen-cransfer mi-fc-tels Nukleinsaure-Komplexen, in denen 
die Nukleinsaure mit Polykationen^ gegebenenf alls 
gekoppelt an einen lnl:emalisierungsfaktor, komplexiert 
ist, z-B. oiit Transferrin-Polylysin-Konjugaten, durch 
die Behandlung mit Adenoviren, bestimmten Retroviren 
Oder mit Virusf ragmen-ten Viren stark erhGht wird. 
Dieser Effekt wurde durch Ausnutzung des PhSnomens 
erzielt, daB diese Viren in die Zelien tiber Endozytose- 
Vorgange aufgenommen werden und Uber einen spezifischen 
Mechanismus verfagen, aus dem Vesikelsystem zu 
entkommen, indem sie, z.B. im Fall der Adenoviren, die 
Endosomen aufbrechen (Pastan e1; al. ^ 1986). 

Ausgehend von diesen Beobach-tungen wurde die gestellte 
Aufgabe dxirch die Entwicklxmg eines Biokonjugats 
gelSs-t, das das Virus als in-tegralen Bestandteil seines 
funktionellen Konstrukts enthai-t. 
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Die vorliegende Erflndung betrifft; somit ein Konjugat:, 
das die FShigkeit; besitzl:^ mit; NukleinsSure Komplexe zu 
bilden land das aus einem in-temalisierungsf ak-tor xind 
einer NukleinsSure-affinen Substanz besteht^ zxun 
Einftihren von NukleiMauren in habere eukaryo-tische 
Zellen. Das Konjugat ist dadurch gekennzeicbne-t, daB 
der Internalisierungsfak-tor ein Virus ist, das an die 
Nukleinsaure-bindende Substzanz Uber einen Antikorper 
derart gebunden ist, daB es die Fahigkeit aufweist, als 
Bestandteil des KonJugat/Nukleinsaure-KompleKes in die 
Zelle einzudringen und den Inhalt der Endosoraen> in 
denen der Komplex nach Eintritt in die Zelle 
lokalisiert ist, ins Zytoplasina freizusetzen* 

Die Erf indung betrifft in einem weiteren Aspekt 
Komplexe, in denen die erf indungsgemSBen Kon jugate rait 
NukleinsSure komplexiert sind. 

Die FShigkeit des Virus, in die Zelle einzudringen und 
den Inhalt der Endosomen, in denen der 
Konjugat/Nukleinsaure-Komplex lokalisiert ist, ins 
Zytoplasma f reizusetzen, wird im folgenden als 
" Auf nahmef unktion " bezeichne t . 

Die erf indungsgemaBen Kon jugate vereinigen die Vorteile 
von auf Internal i si erungsfaktor-Konjuga ten basierenden 
Vektorensystemen mit den Vorteilen, die die Viren in 
diese Sy Sterne einbringen* 

Gegentiber dem Gentransfer Uber Rezeptor-vermittelte 
Endozytose weisen die erf indungsgemSSen Virus- 
Pol ykation-DNA-Komplexe den Vorteil auf, daS sie die 
grundsatzliche BeschrSnkung, die den bekannten 
molekularen Konjugat-Systemen inhSrent ist, umgehen^ 
indem sie im Gegensatz zu den vorbekannten Konjugaten 
uber einen spezifischen Mechanismus verftigen, der ihre 
Freisetzung aus dem Zellvesikel-System ermaglicht. 
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Gegeniiber blologiscshen Vektoren stelll: das 
erflndungsgemaBe Vektorsysteni elne grundsatzliche 
Kon2ep1:uelle Abkehr von den rekombxnanten viralen 
Velctoren dar, indent die ssu transportierende Fre^d-pNA 
an der AuBenseite des Virions getragen wird, Daaurch 
kannen mi-t Hil£e der erfindungsgemafien Konjugate auch 
sehr groBe Genkonstruktre in die 2elle transportrierl: 
werden, wobei liinsichtlich der Seguenz keinerlei 
BeschrSnkungen bestehen. 

Geeigne-te Viren sind einerseits solche, die die . 
FSbigkeit besitzen^ Ober Kezeptor-verroi-fc-tellre - 
Endozytose in die Zelle einzudrxngen imd ihre 
Freise-tzaing - tind damit die Freisel:zung der 
Nukleinsaure - aus deni Endosora ins Zytoplasma 
herbeizixfiihren* (Die Eignung von Viren im Rahmen der 
vorliegenden Erfindxing isi: weiters dadurch definiert, 
daB sie diese Fahigkei-t auch als Bestandteil der 
NukleinsSure-Kompiexe bedLbehaiten. ) Ohne auf diese ■ 
Theorie f estgelegt: sein 2su woXien, kGnnte diesej^ 
Mechanismus den in die Zelle imporfcierten Nukleinsaure- 
Komplexen insofem zugute kommen, als aufgnind der 
FShigkei-t des Virus, den InhaXt der Endosomen 
freizusetzen, die Fusion zwischen Endosomen \md 
riysosomen und dami-t der in diesen Zellorganellen 
normalerweise stratr-tf indene en2:ymat:ische Abbau vermieden 
wird. 

Die hSheren eukaryotischen Zellen sind dem Fachmann 
geiaufig; Hefen werden nicht: dazugezabXt ( Watson et 
al., 1987). Beispiele Mherer eukaryotischer Zellen, 
die von Adenoviren infiziert: werden konnen, wurden von 
Fields und Knipe, 1990, beschrieben. 

Zu Viren, deren am Beginn der Infektion ablaufende 
Aufnahmefunktrion iiber Rezeptor-vermit-telte Endozytose 
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' erfolgt und die aufgrund dieser Elgenschaft als 
Bestandteil der erfindungsgemaBen Konjugatre geelgnet 
sind, zahlen elnerselts Vlren ohne Lipid-Htille wie 
Adenovirus, Poliovirus, Rhinovirus, andererseits die 
Hiillenviren Vesicular Stoma-titis Virus, Semliki Forest 
Virus, Influenza- Virus; geeignet sind auBerdem pH-Wert- 
abh^ngige S-t&nme von Moloney-Virus . Zu besonders 
bevorzug-ten Viren ftir die Anwendung der vorliegenden 
Erfindung zShlen Adenovirus, Untergruppe C, Typ 5, 
Semliki Forest Virus, Vesicular Stomatitis Virus, 
Poliovirus, Rhinoviren und Moloney LeukSmie- 
Virusstaimne. Die Verwendung von RNA- Viren, die keine 
reverse Transkriptase baben, fUr die vorliegende 
Erfindung hat den Vortell, daS elne Trans fektion in 
Gegenwart elnes solchen Virus nicht die Bildung von 
viraler DNA in der Zelle zur Folge hat. 

Ein wesentlicher Vorteil, der sich aus der vorliegenden 
Erfindung ergibt, ist, daB die zu trans ferlerende ONA 
nicht, wle Im Fall der rekombinanten viralen Vektoren 
(siehe Berkner, 1988; Eglitis und Anderson, 1988), in 
das Genom des Ausgangsvirus integriert ist- Daher 
bletet die vorliegende Erfindung hinsichtlich der 
Auswahl der zu exprimierenden Fremdgensequenz elne 
wesentlich grOfiere Flexibilitat, well die Transkription 
nicht von Proiaotoren im Ausgangsvirus abhSngt* AuBerdem 
erlaubt diese Strategie elne betrachtliche ErhOhung der 
GrGBe der DNA, die trans feriert werden kann, da die 
Beschrankungen, die das Virus hinsichtlich der 
Verpackung auferlegt, die Menge an DNA, die an der 
AuSenseite getragen werden kann, nicht limitiert- Ober 
diese praktischen und uimittelbaren Vorteile hlnaus, 
leiten sich wesentliche m5gliche Sicherheitsaspekte von 
der Konzeption des Vektors ab. Konventionelle 
rekombinante viral e Vektoren bedingen einen 
zwangslSuf igen Mittransport von Genomelementen des 
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Ausgangsvirus, von den. slcii mogllohe Sioherheltsrisken 
ableiten (Ledlex, 1989; Anflerson, 1984). Da die 
erfindungsgemaeen Konjugate selektiv die virale 
Aufnahmefunktion ausntttzen, ist das Virusgenon, kexn 
wesentliches Merkmal. Dieses Konzept erlaubn die 
MOgliohkeil: der Modiflkation der vorliegenden Erf indupg 
mit einem funlrtionell und/oder strukturell .fit'-r 
inaktiviertem viralem Genom, um die Sicherheitsrisken 
zu minimieren, die sich aus dem Transfer von 
lebensfahigeix Genen aus dem Ausgangsvirus ergeben. 

im Rahmen der vorliegenden Erf indung werden unter dem 
Begxiff Viren - voxausgesetz-t, daB sie sie die 
Aufnahmefunktion im Sinne obiger Definition aufweisen - 
auBer den Wildtypen auch Mutanten verstanden, denen ; j 
aufgrund einer Oder mehrerer Mutationen E«unlct:ionen des 
Wildtyps, die von der Aufnahmefunktion verschieden 
sind, insbesondere die Replikationsf Shigkeit, abhanden 
gekommen sind. Es kannen jedoch Mutanten, die ihre 
Atifnahmefxmktion verloren haben, im Rahmen der 
vorliegenden Erf indung angewendet werden, sofern sie 
als Teil eines temaren Komplexes gemaB obiger 
Definition eingeaetzt werden und das mutante Virus 
seine endosomolytische Aktivit^t nicht verloren hat. 

Derartige Mutanten werden durch Mutationen in Virus- 
Protein-Regionen, die ftir Replikationsfunktionen 
verantwortlich und far die Aufnahmefunktion entbehrlich 
sind und die durch die Verpackungslinie komplementiert 
werden kannen, mittels herkammlicher 

Mutageneseverfahren hergestellt. Dazu zShlen, z.B. im 
Fall von Adenovirus, ts -Mutanten ( temper atursensitive 
Mutanten), ElA- und ElB-Mutanten, Mutanten, die 
Mutationen in MLP-getriebenen Genen aufweisen (Berkner, 
1988) und Mutanten, die Mutationen in Bereichen 
bestinimter Kapsidproteine aufweisen. Geeignet sind 
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welters Viarusstrarame, die entsprechende natUrliche 
Muta-fcionen aufweisen. Die Replika-tionsf Shigkeit dex 
Viren kann z,B- mit: Hilfe literatnirbekannter Plaque- 
Assays un-texsucht: werden, bei denen ZeXlkul-tixren mit 
Suspenslonen unterschiedlicher Viruskonzentration 
beschichtet warden iind die Zahl der lysierten 2 alien, 
die an Hand von Plaques sichtbar ist, festgestellt wird 
(Dulbecco, 1980). 

FQr die Anwendung im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
geeignet sind auBerdem sog. defekte Viren, das sind 
Viren, denen in einem Oder mehreren Genen die tiXx die 
f autonome Virusreplikation erf orderliche Ftinktion fehlt, 
fiXT die sie Helferviren faenStigen, Vertreter dieser 
Gruppe sind Dl-Partikel ("defective interfering 
particles"), die sich vom infektittsen Standard -Virus 
ablelten, dieselben Strukturproteine wie das 
Standardvirus besitzen, Mutationen aufweisen und das 
Standardvirus als Helfervirus far ihre Replikation 
bentttigen (Huang, 1987, Holland, 1990). Vertreter 
dieser Gruppe sind auBerdem die Satellitenviren 
(Holland, 1990). Eine andere Gruppe ist die Klasse der 
Parvoviren, die als "adeno- associated virus" (Bems, 
1990) bezeichnet werden. 

Da die Aufnahmezyklen vieler Viren in die Zelle nocJi 
nicht zur G&nze aufgekl^rt sind, ist anzunebmen, daB es 
noch andere Viren gibt, die die endosomolytische 
Aktivit^t aufweisen, die fUr ihre Eignung zur Anwendung 
in der vorliegenden Erfindung erforderlich ist. 

Weiters im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignet 
sind attenuierte Lebendvaccine (Ginsberg, 1980) Oder 
Xmpf stamme . 

Weiters fallen unter den Begriff Viren im Rahmen der 
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vorliegendeii Erflndung inaktivierte Viren, z.B. duxch 
chemische Behandlung, w±e Fonnaldehydbehandlung, di«^ 
UV-Bestrahlung, durch chemische Behandlimg, ^omJilf^eBli^, 
mit UV-Bestrahlung, z.B. Psoralen/UV-BehandlungV durch 
ganima-Strahlung Oder durch NeutronenbeschuB 
inaktlvierte Viren, weiters Teile von Viren, z.B. der 
von Nukleinsaura befreite Proteinanteil (das leere 
Viruskapsid), sofem sie die Aufnahmefunktionen des 
intalcten Virus besitzen- 



inaktivierte Viren, wie sle z*B, auch f ar Vacci?^ 
verwendet werden, k6nnen mittels literaturbekannter 
Standardmettxoden (Dav±s und Dulbecco, 1980, Hearst und 
Thiry, 1977) tLergestellt; und daraufhin untersucht 
warden, ob sie sicb als Komponente der 
erfindungsgemSBen Kon jugate eignen. 

Gegebenenfalls 1st das Virus ein chimares Virus, das in 
einer Region, die ftir die Aufnahmefunktion nicht ,11/, - 
wesentlicii ist, ein Fremdepitop aufweist. Jedoch kOhneh 
cbdLmare Viren, wenn sie auch ihre Aufnahmefunktion 
verloren haben, im Rahmen von Kombinationskomplexen 
eingesetzt werden, solange das Vixrus seine 
endosomolytischen Eigenschaften nicht verloren hat. 

Um ein Virus, ein inaktlviertes Virus Oder eine 
Viruskomponente fiir die im einzelnen durchzuf tihrende^ 
Transfektion auszuwShlen, wlrd z.B. so vorgegangen, daB' 
das Virus zunHchst in Vorversuchen daraufhln untersucht 
wlrd, Ob es einen Effekt bei der Aufnahme von 
Nukleinsaure/Poiykatlon-Komplexen in die Zlelzelle 
zeigt. Welters kdnnen seine Aufnahmefunktionen gates tet 
werden, indem es bei der Transfektion mit 
Biokonjugaten, z.B. Trans £err in- Polykation-Konjugaten 
bzw» einem anderen Biokonjugat mit Spezifitat ftir die 
zu transfizierende Zlelzelle, angewendet und seine 
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FShlsfkeit zur Steigerung der Gentransferkapazitat: durch 
Messung der Expression eines Report:ergens iiberpriift 
wird* 

Im Falle der Verwendung intakter Viren wird, 
zweckm^lgerwelse parallel z:u den Vorversuchen, in 
denen das Virus auf seine Eignung fiir die vorgesehene 
Trans fek-tion. \int:ersucht: wird, gepriift, ob das Virus 
replikationsfahig ist* Die Untersuchung auf 
Replikationsfaiiigkeit: wird im Fall von zythopa-thischen 
Viren Oder im Fall von Viren, die das Wactistum dex: 
Wirtszellen merklich beeintr§chtigen, m±± Hilfe. von 
Plaque- Assays durchgefUhrt (vgl. oben). Bei anderen 
Viren werden Nachweisme-thoden speziell fUr das 
Jeweilige Virus angewendet:, z.B. der 
H3niagglu-tionat:ionst:est Oder chemisch-physikalische 
Metboden { elektronenmikroskopisch ) . 

Es werden im Rabmen der vorliegenden Erfindung splcbe 
Viren bevorzugt, die in hohem Tit:er herstellbar sind, 
die st;abil sind, die als Wild-fcyp geringe Pa-tbogeni-tat 
aufweisen und bei denen eine geziel-ke Ausscbaltung der 
Replikationsfunktionen mttglicb ist, insbesondere 
Adenoviren. Wenn eine bestimmte Zellpopula-tion 
transfiziert werden soil, sind Viren bevorzugt, die 
diese Zellpopulation spezifiscb infizieren. FQr den 
Fall, daB von der Transfektion verschiedene Zelltypen 
erfaBt werden sollen, werden Viren eingeselrzl:, die fUr 
weiten Bereicb von Zelltypen infektiOs sind* 

In jedem Fall koiranen fUr die tberapeutische Anwendung 
der vorliegenden Erfindung in vivo nur solcbe Viren 
bzw, Viruskomponenten in Betracht, bei denen 
Sicherheitsrisken, insbesondere bzgl. der Replikation 
des Virus in der Zelle sowie der Rekombination von 
Virus-DNA mit Wirts-DNA, weitestgehend minimiert sind- 
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Xix vorversuchen zur vorliegenden Erfindung wurden 
Adenovlrus-Praparationen mitrtels einer herkonitallchen 
UV-Sterilisat:±onslampe Oder mit Formaldehyd inaktiviert 
und iiberrrasc3hend £es1:ges1:ellt. daB das Ausmafi der ^ 
Inaktivierung der Viren wesentlich grOfler war aX^ d|fi^, . 
Abnahme des Gentrans£er-Ef fekts. Dies ist ein 
deutrlictier Hinweis darauf, daB Mechanismen, d±© belm 
aktiven Virus ntit dem normalen Infektionsmechansimus in 
Zusammenfaang stehen, zers-fcfirt werden kennen, ohne daB 
der fiir den Genlrransf er wesentliche Effekt elinixnieni 
wurde* 

Im Rahroen der vorliegenden Erfindung geelgneta 
Nukleinsaure-affine Substanzen sind z.B, homologe 
Polykationen wie Polylysin, Polyarginin, Polyomithin 
Oder he-terologe Polyka-fcionen mit zwei oder raehr 
unterschiedllchen positiv geladenen Aminosauren, wobei 
diese Polykationen verschiedeae SCetteniange aufweisen 
kennen, weiters nichtpeptidisctie synthetische 
Polykationen wie Polyethylenimin, Geeignete 
Nukleinsaure-affine Substanzen sind waiters natOrliche 
DNA bindende Proteine polykationischen Charakters wid 
His tone oder Protamine bzw. Analoge oder Fragmente 
davon. 

Die Empfanglichkeit einer gegebenen Zellinie ftir die 
Transformation durch ein Virus, das den Eintritt von 
Konjugaten in dXe Zelle erleictitert bzw- einen Liganden 
far diesen Zelltyp darstellt, h^ngt vom vortiandensein 
und der AnzabX von oberf lachenrezeptoren far das V±rus 
auf der Zielzelle ab. Mettioden zur Bestimmung der Zahl 
von Adenovirusrezeptoren auf der Zelloberfiache werden 
far HeLa- und KB-Zellen von Svensson, 1985, und Defer, 
1990, beschrieben. Es wird angenommen, daB der 
Adenovirusrezeptor ziemlich ubiquitar exprimiert wird. 
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Daher sincL vlele Zellinien mit einem Vektorsys-fcem, das 
ein Adenovirus Oder einen Teil davon ent±iait;, 
1:rans£orm±erbar« Elnige h&here eukaryo-klsche ZeXlen 
haben Jedoch wenlge oder kelne viraXe Hezept:oren. Warm 
solche Zellen trans formlert: werden sollen, kann es 
no-twendlg sein, ein zweites Konjugat eines 
Intemallsierungsfaktors einzusetrzen, der an edLne 
NuklelnsSure-af fine Substanz gebunden ist, wobei der 
Intemalisierungsfaktor spezifisch fiir einen 
Oberfiacbenrezeptror der hdheren eukaryotiscben Zelle 
is-t und wobei das Viruskon j ugat: und das 
In-ternalisierungsfaktorkonjugal; mit: der Nukleinsaure 
komplexiert: sind. Solche Komplexe ktinnen mit: Erf pig 
eingesetz-b werden, ura die Transformatrion ti5herer 
eukaryotischer Zellen, w±e z.B. epl-theliale 
Atemwegszellen, die eine relatriv geringe 
Zelloberfiaichenpopulation von Adenovirusrezeptoren 
baben (z.B. die Zellinie HBEl), zu verstarken. 

In einer bevorzugten Ausf lihrungsf orm der Erfindung 
entbalten die Komplexe daher zusatzlich zum 
Viruskon j ugat ein weiteres Konjugat, in dem eine 
NxxkleinsSure-af fine Substanz, im Falie im allgemeinen 
dieselbe wie die des Konjugats, mit einem 
Xntemalisierungsf aktor mit Af finitat fiir die ZielzeXle 
gekoppelt ist. Diese Ausf tihrungsform der vorXiegenden 
Erfindung wird vor ailem dann angewendet, wenn die 
Zielzelle keine oder nur wenige Rezeptoren fiir das 
Virus eufweist- in Gegenwart eines weiteren 
Xntemalisierungsf aktor- Verbindungsfaktor-Konjugats 
t>acof itieren diese endosomolytischen Konjugate von der 
Intemalisierungsfahigkeit des zweiten Konjugats, indem 
sie gemeinsam rolt diesem an die Ntikleins^ure 
komplexiert werden und als Bestandteil des so 
entstandenen Komplexes, im folgenden als "Kombinations- 
KompXex" oder "ternfirer KompXex" bezeichnet, in die 
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ZeUe aufgenomioen warden. v^j. 

Im edLnzelnen kaim in Vorversuchen bes-timmt: werden^ ah 
die Anwendung eines (wel-fceren) intemalisierimgsfaktors 
die Aufnalune von NuJclainsaiJprerKoinplexen eanndglichl: oder 
verbessen:. Solche Tes-b ixmfassen Parallel-- 
Transf ektdLonen mil: Nukleinsfiure-Komplexen einmal ohne 
zusatzliohen Intemalisieningsfaktor, d.h* mit: 
Kompleacen, bestehend aus Nukleinsaure und 
Viruskonjuga-t, und einmal mit Komplexen, in denen ^i^^' - 
Nukleinsatire mit: einem weiteren Konjugat:, enthaltend 
einen Intremalisierungsfak-fcor, tiXr den die Zielzellen 
einen Rezeptor haben, komplexiert; ist* Wenn ein 
zusatzlicher Xn-temalisierungsfaktor verwendet: wird, 
wird dieser vor allem durch die Zielzellen definiert, 
z^B* durcb bes-tlmmta Zelloberf lachenantigene Oder 
Rezep-toren, die fiXr einen bestimmten Zelltyp spezif ispb 
sind und daher den geziel-ten Transport der Nukleinsaure 
in diesen Zelltyp ermaglichen. 

Unter Intemalisieningsfaktor sind im Rabmen der 
vorliegenden Er£indung Liganden oder Fragmente davon zu 
verstehen, die nach Bindung an die Zelle Ober 
Bndozytose, vorzugsweise Rezeptor- vermittelte 
Endozytose,. intemalisiert werden, oder Faktoren, deren 
Bindxing/Intemalisierung tiber Fusion mit 
Zellmembranelementen erfolgt. 

Zu geeigneten Internalisiertmgsfaktoren zSblen die 
Liganden Transferrin (Klausner et al.^ 1983), 
Conalbumin (Sennett et al., 1981), Asialoglykoproteine 
Cwie Asialotransferrin, Asialorosomucoid oder 
Asialofetuin), (Ashwell et al. ^ 1982), Lectine 
(Goldstein et al, ^ 1980 und Shardon, 1987-), bzw. 
Substanzen,. die Galaktose enthalten und tlber den 
Asialoglykoproteinrezeptor intemalisiert werden; 
mannosylierte Glykoproteine (Stabl et al., 1987), 
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lysosomale, Enacyme ( Sly et al-, 1982), Lor* (Goldstein et 
al., 1982), modifizierter LDX* (Goldstein et al,, 1979), 
liipoproteine, die Uber Rezeptoren in die Zelle 
aufgenommen werden (apo BIOO/LDL); virale Proteine^ wle 
das HIV-Protein gpl20; Antik5rper (Mailman et al., 
1984, Kuhn et al., 1982, Abrahamaon et al., 1982) bzw, 
Fragxnente davon gegen Zelloberf l^chenantigene^ z.B. 
anti-CD4, anti-CD7; Zytokine w±e Inter leukin-l (Mizel 
et al., 1987), Intexleukin-2 (Smith et al., 1985), TNF 
(imamure et al., 1987), Interferons (Anderson et al., 
1982); CSF ("Colony-stimulating Factor"), (Walker et 
al., 1987), Faktoran und Wacbs turns faktor en wie .Insulin 
(Marshall, 1985), EGF ("Epitermal Growth Factor"), 
(Carpenter, 1984); PDGF ("Platelet-derived Growth 
Factor"), (Heldin et al., 1982), TGF6 (Transforming 
Growth Factor 6"), (Massague et al., 1986), 
Nervenwachstumsfaktor (Hosang et al., 1987), Insulin- 
ahnlicher Wachstumsf aktor I ( "Insulin- like Growth 
Factor"), (Schalch et al., 1986), LH, FSH (Ascoli et 
al., 1978), Wachsttimshormon (Hizuka et al., 1981), 
Prolactin (Posner et al. , 1982), Glucagon ( Asada-Kubota 
et al., 1983), Thyroidhormone (Cheng et al., 1980), a- 
2-Makroglobulin-Protease (Kaplan et al., 1979), sowie 
"entwaf fnete" Toxine- Weitere Beispiele sind 
Immunglobuline Oder Fragmente davon als Liganden fUr 
den Fc-Rezeptor oder Anti-Imraunglobulin-AntikSrper, die 
an Sigs ("Surface Immunoglobulins") binden. Die 
Liganden kSnnen nattirlichen oder synthetisohen 
Ursprungs sein (siehe Trends Pharmacol. Sci. , 1989, und 
die darin zitierten Referenzen). 

Wesentlich ftir die Eignung solcher 

Internalizierungsf aktoren im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung ist, 

a) daB sie vom spezifischen Zelltyp, in den die 
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Niakleinsaure eingebracht werden soil, 
Intemalisiert: werden kdnnen und ihre 
internalisierungsfaiilgkeit nicnt oder nicnt 
wesentlich beeintraciitig* wlrd, werm sie m±t dem 
V^rbindungsfaktor konjuglert werden, und ph- 

b ) daB sie im Rahmen dieser Eigenschaft in der Lage 

sind, NuJcleinsaure au£ dem von ihnen benu-fcz-ten Weg 
in die Zelle "huckepack" mitzunehmen. 

Ohne auf dies© Theorie festgelegt sein zu wollen, 
werden die Kombinations-Komplexe von Zellen entweder 
durcb Bindung an den far den Internal isierungsfatetpr ' 
spezifischen OberflScbenrezeptor oder, im Falle der 
Verwendung eines Virus Oder einer Viruskomponente , 
durcb Bindung an den Virusrezeptor oder durch Bindung 
an beide Rezep-fcoren iiber den Weg der Rezeptor- 
vermi-ttelten Endozytose aufgenommen. Bei der 
Freisetrzung der endosomolytische Mittel aus den 
Endosomen wird auch die in den Komplexen enthaltene DNA 
in das Zytroplasma freigesetzt und entkommt dadurch dem 
lysosomalen Abbau. 

Die Gegenwart von Viren, Viruskoraponenten oder nicht- 
viralen endosomolytriscben Mitteln als Bestandteile von 
endosomolytischen Konjugaten in den DNA-Komplexen hat 
folgende Varteile: 

1) Breitere Anwendbarkeit der Gentransf ertechnik mit 
NukleinsSure-Koinplexen, weil das endosomolytische 
Mittel selbst, insbesondere fiir den Fall, daB ein Virus 
Oder eine Viruskomponente eingesetzt wird, den 
Intemalisierungsfaktor darstellen kann oder auch in 
Kombination mit einem weiteren Internalisierunsfaktor 
(z,B, Transferrin Oder Asialofetuin etc, ) an die DNA 
komplexiert werden kann. Dadurch ist es m5glich, den 
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posit±ven Effekt: der Vlren auch fur Zellen auszxintttzen, 
die keinen Rezeptor fiir die jeweiligen Vlren haben, 

2) Verbesserxing der Gmtransfer Efflzlenz^ da durch die 
Blndung der endosomolytischen Konjugate an die DMA elne 
gemelnsarae Aufnahme In die Zellen gewahrlels-te-t ist. 
Durch die koordlnlerte Aufnahme und Freiset:zung von 
Viren und DNA, ergibt sicli welters die MOglichkeit 
einer Reduktlon der fUr elnen effizlenten Gentransfer 
benatlgten Menge an DNA und Viren, was besonders fiir 
Anwendungen In vxvo von essentleXler Bedeutung ist. 

In den Versuchen, die Im Ratiraen der vorllegenden 
Erfindung durchgef tihrt wurden, wurde Humantransferrin 
als zusa-tzlicher Internalislertmgsfakt:or verwendet:, 
auSerdem wurde die Leistungsfahigkelt der 
erflndungsgemSBen Konjugate anhand von Komplexen aus 
DNA und Polylysin-konjugiert:em Virus, die keln 
zusa-tzliches internalisierungsf aktor-Bindungsf aktor- 
Kon 3 ugat enthiel ten , demons trier t , 

Die Blndung des Virus an die NukleinsSure-aff ine 
Substanz wlrd durch kovalente Bindung der KukleinsSure- 
afflnen Substanz an elnen Antikarper hergestellt. 
Bevorzugt wird ein AntikOrper verwendet, der an ein 
Epltop in einer Virusprotein-Reglon blndet, die an der 
Aufnahmef unktion des Virus nicbt beteiligt ist. 

In den Versuchen, die im Rahmen der vorllegenden 
Erfindung durchgef tihrt wurden, wurde die Bindung 
zwischen elnem Adenovirus und einem Polykation 
hergestellt, indem ein Antikarper mit Spezlfitat fur 
das Adenovirus-Kapsid mit einem Polylysin-Molektil 
kovalent konjuglert wurde- Es ist bekannt, daB die 
Adenovirus -Faser- und Pentonproteine far die Bindung 
des Virus und seine Aufnahme in die Zelle wesentlich 
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sind. wShrend das Haupt:kapsidpro1:eln HsKon fttr dieses- 
Vorganga eine gerlngere Rolle spiell:. Es wurde daher 
eiu Antilkarper eingesatzt, der die Verb±ndung des 
Adenovirus mit Polylysin duxch Erkennung einas Epitops 
auf dem Hexonprotein bewerlcstelligt: . Diese spezifxsche 
Verbindung wurde er^ielt, indem einerseits ein chim^es 
Adenovirus verwendet wurde, das ein fremdes Epil:op in 
der OberfXactienregion seines Hexonproteins aufw^ist. ^ 
Andererseits wurde ein monoklonaXer AntikSrper - : ; i 

eingesetzt, der spezifisah fOr das heterologe Epit:op 
ist* (Diese KonstruRtion ist schematiscb in Fig- 1 
darges-tellt. ) Dadurch wurde eine Verbindung des. 
Adenovirus rait PoiyXysin erhaXten, ohne die 
Kapsidproteine funktioneXX zu zerstdren. 

Die verwendung eines spezieiXen AntrikOrpers zur 
HersteXXung der Verbindung zwischen dem Virus und der . 
NukXeinsaure-bindenden Subs-tanz ist: nicht kritisch- 
Voraussetzung fxir die Eignung eines best:iinniten 
Antikerpers ist, da3 er die Aufnahmefunktion des Virus 
nicbt Oder nur sum Teii neutralisiert. 

Xm Rabmen der vorXiegenden Erf indung sind AntikOrper 
gegen Epitope in Virusprotein-Regionen, die ftir die 
Aufnahmefunktion nicbt essentieXX sind, bevorzugt- 
3eispieXe ftlr derartige Virusregionen sind das bereits 
erwShnte Hexon-Protein des Adenovirus oder die 
Xnf Xuenza-Neuraminidase . 

Es sind jedoch auch AntikGrper mit Spezifitat ftir 
Virusproteine geeignet, die an der Aufnahmefunktion 
beteiiigt sind, sofern durch EinhaXtung eines 
geeigneten st5chiometrischen Verhaxtnisses 
gewShrXeistet ist, daS der AntikOrper nur einen TeiX 
der ZeXX-Bindungsregionen des Virus besetzt, sodaB noch 
ausreichend Domanen fUr die Bindung des Virus an die 
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2elle frelbleiben. Andereraeits kOnnen Antikttrper, die 
die Aufnahmefunktion des Virus blockieren, verwendet: 
warden, wenn der Komplex auBerdem ein aweites Konjugat 
aus Internalislenmgsfaktor und Nukleinsaure-bindender 
Substanz en-fchait, also ein Kombinationskomplex 
vcDrliegt. 

Die fUr den spezifischen Anwendungsf all geeignete 
An-tikbrpermenge kann mit: Hilfe von Ti-trairionen bes-timmt 
warden , 

Bevorzugt sind monoklonale Antxkttrper, gegebene.nfalls 
deren Fab '-Fragmen-te. 

Falls das Virus ein cbimares Virus mit: einem 
Fremdepitop ist, ist der AntikOrper gegen dieses Epitop 
gerich-fce-t. Vorzugsweise ist das Virus ein chimares 
Adenovirus, in dam die tiXr die Hexonregion kodierende 
Region modidfiziert: wurde, urn eine Sequenz 
einzuschlieSen, die ftir ein heterologes Protein 
kodiert, gegen die ein AntikOrper erzeugt werden kann. 
Das HeKonprotein setzt sich zusammen aus einer 
hochkonser^ierten Basisdomane und drei weniger 
konservierten Scbleifen, die an der Oberfiache des 
Virus stark exponiert sind (Roberts et al., 1986). In 
diesen Schlelfen gibt es mehrere kurze Regionen, in 
denen die Ad2- und Ad5-Aminosauresequenzen 
unterschiedlich sind, wobei Ad5 im vergleich mit Ad2 
sowohl Anderungen als auch Deletionen zeigt, Diese sind 
potentielle Stellen fUr die EinfUgung der heterologen 
Gensequenzen, die fiir das heterologe Protein kodiert, 
das verwendet werden kann, um das Adenovirus 
immunologisch an die NukleinsSure-af f ine Substanz zu 
binden. Vorzugsweise wird die heterologe Genseguenz in 
die Ad 5 -Genseguenz bei den AminosSurepositionen 161- 
165, 188-194, 269-281 und 436-438 eingesetzt, auf die 
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in Fig. S als Stellen I, II. Ill bzw. IV Bezug genommen 
wird. An Jeder mOglichen Stella kann mltrtels "site- 
directed" Mutagenese eines Subklons des Ad5-Hexongens 
eine ntir einmal vorkommende Restrik-tionsstelle 
geschaffen werden. Gleicshzeitig kannen Nukleotide, dii^ 
f0r nicht konseirvierte Aminosauren kodieren, deletiert 
werden, wobei mehr Platz fUr die Insertion der 
heterologen Gensegueixz bleibt. Aufgrund der kleinen 
Anzahl von Aminosatiren, die an den Stellen I, II, III 
und IV eingesetzt werden kdnnen (bis zu ca. 65 
Aminos^uren), kodiert die heterologe Gensequenz im 
allgeraeinen nur fUr die Aminosfiuren, die dem Epitop 
entsprechen sowie einer Mindeatanssabl von f lankier endkn. 
Seguenzen (Die in der Ad5-Hexongensequenz mitt els 
gerichteter Mutagenese geschaf fenen mdglichen 
Insertionsstellen sind in Fig. 8 dargestellt; fttr die 
dreidimensionale Skizze der Hexon-Untereinheit wnrde 
die Darstellung von Roberts et al., 1986, adaptiert. ) 

Die Epitopspezif itat eines speziellen monoklonalen 
AntikSrpers fGr ein heterolages Protein kann mittels j 
Peptid-Scanning bestimiat werden, siehe Geysen et al., 
1984, 1985, 1986, 1987, und EP A 392 369, auf deren 
Offenfaarungen Bezug genommen wird. GemSB dieser Methode 
werden ilberlappende acht Aminosauren lange Peptide des 
heterologen Proteins mittels Festphasensynthese 
hergestellt. Z.B. bestebt Peptid 1 aus den Aminosauren 
1-8, Peptid 2 aus Aminosauren 2-9, etc- Die Peptide 
bleiben nacln der Synthese an den f esten Trager 
gebunden. Die tJberstande von Hybridomzellkulturen oder 
daraus gereinigte monoklonale Antik5rper werden dann 
mittels ELISA auf Reaktivitat mit den immobilisierten 
Peptiden getestet. Wenn einmal die epitope Region 
identifiziert ist, kann die Gensequenz, die fUr die 
eptitope Region kodiert, in Jede der 
Restriktionsstellen der Regionen I, II ^ m Oder IV 
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elngeftig-t werden. Es g±hz viele Beispiele von Proteinen 
und Antlkcirpem, die fUr das Protein spezifisch sind. 
Der Durchsc2hnitt:sf acshmann kann eine heterologe 
Protein/ An-tikdrperkombination, die fUr die Anwendung im 
Rahmen der vorliegenden Erfindiing geeignet ist, mit 
Hilfe von Versuchen, die nicht aber Routineversuche 
hinausgehen, auswaiilen. Z.B. kann eine bekannte ftlr ein 
Protein kodierende Sequenz, gegen die auch ein 
AntikOrper bekannt ist bzw, aufgrund bekarinter Methoden 
hergestellt werden kann, in die Hexonregion eines 
Adenovirus eingesetzt werden* Das result ierende chiin^e 
Virus kann daraufhin auf seine iimnunologische Bindiing, 
z,B, an einen markierten AntikGrper, in einem 
Kompetitions-, ELISA- oder anderen Imraunoassaytyp 
getestet werden- Derartige Immunoassaytecbniken sind 
gut bekannt und k5nnen routinemaflig vom 
Durchschnittsfachmann durchgefUhrt werden. 

Die AntikOxper-Polykation-Kon jugate kSnnen auf 
chemischem Weg in fur die Kopplung von Peptiden an sich 
bekannter Weise hergestellt werden, wobei bevorzugt 
nach der von Wagner et al., 1990, und in der 
EP Al 388 758 beschriebenen Methode vorgegangen wird, 

Sof em monoklonale AntikCrper in der konstanten Region 
der schweren Kette geeignete Kohlenhydratseitenketten^ 
ingbesondere endstandige SialinsSuren, aufwexsen, 
kannen die Konjugate durch Bindung des Polykations an 
die Kohlenbydratseitenkette hergestellt werden, wobei 
die von Wagner et al., 1991b, beschriebene Methode 
verwendet werden kann. 

Die Erf indung betrifft in einem weiteren Aspekt 
Komplexe, die in hdhere eukaryotische Zellen 
auf genommen werden, enthaltend Nukleinsaure und ein 
Konjugat aus einem Internalisierungsf aktor und einer 
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Nukleinsaure-af finen Substanz. Die Kompleste 9i.nd 
dadurch gekeima^eichnet, daB der Intemalisierungsfaklror 
ein Virus ist, das an die NukleinsSure-af fine Substanz 
Ober einen AntikOrper derart gebunden ist, daB es die 
FSlxigkeit besitzt, als Bestandteil des 
KonJIugat/NuklBinsaure-Komplexes in die Zelle 
einzudringen und den Inhalt der Endosomen, in denen der 
Komplex naoh Eintritrt in die Zelle lokalisiert 
Zytoplasma freizusetzen. 

Hinsichtlich der gualltativen Zusammensetrzung der 
Nukleinsaure-Komplexe wird im allgemeinen zunScjhsl: die 
in die zelle zu importierende NUkleinsaure festgelegt. 
Die NUkleinsaure wird vor allem durch den in der Zelle 
zu erzlelenden biologischen Effekt definierl:, im Falls 
der Anwendung im Rabmen der Gentherapie durch das zur 
Expression zu bringende Gen bzw. den Genabsclmi-fcl:, is.BV 
zweoks Substitution eines defekten Gens, dder durch die 
Zielsequenz eines zu inhibierenden Gens. Bei den in die 
zelle zu transportierenden NukleinsSuren kann es sich 
urn DNAs Oder RNAs handeln, wobei hinsichtlich der 
Nukleotidsequenz keine BeschrSnkungen bestehen. 

Wenn die Erfindung auf Tumorzellen angewendet wird, urn 
diese als Krebsvaccine einzusetzen, kodiert die in die- 
DNA einzufilhrends Zelle vorzugsweise ftir eine 
inununmodulierende Substanz, z.B. ein Zytokin wle IL-2, 
IL-4, iFN-garama, TNF-a. Von besonderem Nutzen kOnnen 
Kombinationen von DNAs sein, die ftir Zytokine kodieren, 
z.B. II.-2 und IFN-gamma. Ein weiteres Gen, das fttr das 
Einbringen in Tumorzellen nUtzlich ist. ist das "Multi 
Drug Restistance Gene" ( mdr ) . 

Es ist auch mSglich, zwei oder mehr verschiedene 
Nukleinsaureseguenzen in die Zelle einzubringen, z.B. 
ein Plasmid, enthaltend CDNAs, kodierend fiir zwei 
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verschiedene Proteine, unter der Kontrolle von 
g^elgneten regulatorischen Sequenzen^ oder 2wei 
verschiedene Plasmldkonstruk-te, enl:haXl:end verschiedene 
cDNAs . 

Zu -therapeutrisch wlrksamen Inhlblerenden NukXeinsduren, 
die zum Zweck der Xnhlblerung spezlflscher Genseguenzen 
In die ZeXle elngefUhrt werden^ zShlen Genkonstrukte , 
von denen Antisense-RNA oder Rlbozyme trranskrlblert: 
werden. Femer Ls-t es auch m£3gXlch, 011gonukXeot:lde, 
' z,B. AntisenseoligonukXeotide, in die ZeXXe 
einzubringen. Anl:lsenseoXlgoniikXeot:lde iimfassen. 
vorzugswelse X5 Nukleotlde oder mehr . Gegebenenf aXXs 
kttnnen die Oligonukleot:ide multrimerlsiert: seln, 
Rlbozyme werden vorzugswelse als Tell elnes 
Genkonstr uk-ts , das s-tablllsierende GeneXemen-te, z.B. 
tRNA-GeneXemen-te, enth^Xt, in die Zelle elngefOhrt. 
Genkonstruktre dieses Typs sind In der EP A 0 387 775 
geof fenbart, 

AuBer NukXelnsSuremoXekiiXenr die Gene^ z.B* vlraXe 
Gene, aufgrtind Ihrer Komplementaritat inhlbleren, 
k5nnen auch Gene ml-t anderer Inhlblerender Wlrkung 
verwendet werden- Beisplele dafOr sind Gene, die fiir 
virale Protelne kodleren, die sog* -fcransdomlnante 
Mu-ba-tionen haben (Herskowitz, 1987), Expression der 
Oene In der ZelXe Xlefert Protelne, die das 
entsprechende Wildtypproteln doxninleren und auf diese 
Welse die ZeXXe, die zeXXuXare Xmrnunltat; erwlrbt, 
schUtzen, indem sie die Virusrepllkation verhindem. 
Geeignet sind transdominante Mutationen viraler 
Protelne, die fiir die Repllkation und Expression 
erforderlich sind, z»B. Gag-, Tat- und Rev-^Mutan-ten , 
von denen gezelgt wurde, daB sie HIV-RepXikatlon 
Inhibieren (Trono et al., 1989; Green et al., 1989; 
Malim et al., 1989). 
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Ein anderer Mechanismus zur Erlangiing intrazelXuiarer 
Immuni-tat: umfaBt die Expression von RNA-MolekUlen, di^ 
die BindungsstelXe fUr ein essentielles ^ri^^lB3 ^^;fT^<^$^.^ 
entiialten^ z»B. sog. "TAR Decoys" (Sullenger et al. , 
1990), 

Beispiele ftSr im Rahmen der soraatrischen Gentheirapie 
anwendbare Gene, die mil: Hilfe der vorliegenden 
Erfindung als Best:andt:eil von Genkonstnikten in die 
Zelle eingeschXeust werden kfinnen, sind Faktor VIII 
(Hamophilie A), (siehe z.B. Wood et ai- ^ X984),. Fak.:t:9|r 
IX (HfimopliiXie B), (siehe z,B. Kiirachi et aX., 1982), 
Adenosindeaminase (SCID), (siehe z-B. Valeric et aX., 
1984), a-X Antitrypsin ( Limgenemphysem ) , (siehe z.B, 
CiXiberto et aX., X985) Oder das '^Cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator gene" (siehe z.B. 
Riordan et al., 1989). Diese Beispiele stellen 
keinerlei Beschrankung dar. 

Beztlglich der GrOSe der Nukleinsauren sind Anwendungeri 
in einem weiten Bereich maglich; mit Hilfe der 
vorliegenden Erfindung kOimen NukleinsSure-Molekaie 
einer GrSSenordnung von ca. 0-15 kb (im Falle eines ein 
Ribozym-Gen enthaltenden tRNA-Gens) bis ca. 50 kb und 
dartiber in die Zelle befOrdert werden; kleinere 
Nukleinsliuremolektile k5nnen als Oligonukleotide 
angewendet warden. 

Es ist offensichtlich, daB gerade aufgrund der 
Tatsache, daB die vorliegende Erfindung keinerlei 
BeschrSnkungen hinsichtlich der Gensequenz unterliegt 
und daS mit Hilfe der Erfindung auch sehr groBe 
Genkonstrukte transport iert werden kdnnen, breiteste 
Anwendungsm6glichkeiten gegeben sind. 
Bei der Bestimmung des molar en VerhSltnisses 
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An-tikdrper-Polyka-tlonrNxiklelnsaure ist zu 
beriickslchtigen, da3 Komplexierung der Nukle±nsaure( n) 
sl:a1:tfindet:. Im Zuge von frtlheren Erfindungen war 
fes-fegestell-t worden, daB ein Optimum fiir den Xmport: von 
NukleinsSure in die Zelle erxielt werden kann, wenn das 
Verhainis Konjuga-tcNtikleinsaure so gewSlilt wurde, daB 
die Xn-texnalisierungsfaktor-Polykation/NixkXeinsaxire- 
Komplexe weitgehend elektroneutrral waren. Es wurde 
festgestellt, dafi die Menge der in die Zelle 
aufgenoniraenen NukleinsSLure-Menge nicht verringert: wiz-d, 
wenn ein Teii der Transf errin-Polyka-tian-KonJugatre 
durch nich-fc-kovalent gebundenes Polykation ersetrzt: 
wird; in bestimmten Fallen ksnn sogar eine 
betrachtliclie Steigerung der DNA-Aufnahme erreicht 
werden (Wagner et al., 1991a). Dabei war beobachtet 
worden, daS die DNA innnerhalb der Komplexe in zu 
toroiden Strukturen mil: einem Durchmesser von 
80 - 100 nm verdichtetrer Form vorliegt. Die Menge an 
Polykation wird somit im Hinblick auf die beiden 
Parameter Elektroneutralitat und Erzielung einer 
kompakten Struktur gew^iilt, wobei die Menge an 
Polykation/ die sich im Hinblick auf die Erzielung 
eiher weitgehenden Elektroneutralitat der Komplexe, wie 
sie im Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugt ist, 
aus der Ladung der NukleinsSure ergibt, im allgemeinen 
auch eine Kompaktierung der DNA gew^hrleistet. 

Eine geeignete Methode zur Bestimmung des Verhaitnisses 
der in den erf indungsgem SBen Komplexe enthaltenen 
Komponenten besteht darin, zunachst das in die Zellen 
^inzubringende Genkonstrukt zu definieren und, wie oben 
beschrieben, ein fiXr die jeweilige Transfektion 
geeeignetes Virus zu bestimmen* Daraufhin wird ein 
Antikttrper, der an das Virus bindet, mit einem 
Polykation konjugiert und mit dem Genkonstrukt 
komplexiert, Es kann z,B. so vorgegangen werden, daB 
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ausgehend von einer def Inierten Virusmenge Tltaratrlonen 
durchgefOhrl: werden, indem die Zielzellen mit dieser 
(kons-tanten) Virusmenge iind abnehmenden DNA-Komplex- 
Konzen-tra-tionen behandelt werden (oder gegebenen£aXXs 
timgekehrt). Auf diese Weise wird das opt:imaXe 
VerhSltnis DNA-Komplex: Virus ermittelt. In einem 
zwei-ten Schritt: werden die Zellen rail; abnehmenden 
Konzentralrionen der Virus/DNA-Komplex-Mischimg Cb^ 4 
konstantem Verhaitnis Virus :Kompleat) faebandelt und die 
optimale Konzentration bestijmat. Vorzugsweise ist das 
Virus Bin Adenovirus und das moXare Verhaitnis von 
Adenovirus iNukleinsSlure-af finer Substanz ca. 1:1 bis 
1;X00. 

Pie Lfinge des Polyka-tions ist nicht: kritrisclx, sofem 
die Koraplexe im Hinblick au£ die bevorzugte ; vr^ir ,- 

AusfUbrungsform ini wesentlichen elektroneutral sind. 
Der bevorzug-fce Bereicb der Polylysin-Ket:l:enlange Xiegt 
im Bereich von ca. 20 bis ca. 1.000 Lysinmonomere . Es 
bestrebt: jedoch far eine vorgegebene DNA-LSnge keine 
kri-tische IiSnge fiXr das Polykation. Wenn die DNA aus 
6.000 bp und 12.000 negativen Ladiingen besteht, kann 
die Menge an Polykation pro Mol DNA z.B. sein: 

60 Mol Polylysxn 20O oder 

30 Mol Polylysln 400 oder 

120 Mol PolyXysin 100, etc. 
Der Durcbschnittrsfacbmann kann mittels einf acher 
Routineversuche andere Kombinationen von 
Polykationiange und molarer Menge auswahlen. 

Die erfindungsgemSBen Komplexe k5nnen hergestellt 
werden, indem die Komponenten NukleinsSure und 
AntikSrper-gekoppeltes Polykation, die Jeweils in Form 
verdtinnter LOsungen vorliegen^ gemiscbt werden. Die 
Herstellung der DNA-Komplexe kann bei physiologischen 
Salzkonzentrationen erfolgen. Eine weitere Maglicbkeit 
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besteht: ±m Einsatz hoher Salzkonzentrationen (etwa 2 M 
NaCl) xind ansc3hl±eBende Einstellung auf physiologische 
Bedingungen durch langsames VerdUnnen bzw- Dialyse. 
Die Jewells am bes-ten geelgnete ReihenfoXge ftir die 
Mischiing der Komponenten Nukleinsaure , Antikdrper- 
Polyka-fcion-KonJugat und Virus wird im einzelnfen in 
Vox-versuahen bes1:lmmt:. 

Die Erfindung betrifft in einem weiteren Aspekt: ein 
Verfahren zum Einfuhren von NukleinsSure in htthere 
eukaryotische Zellen, wobei man die Zellen mit den 
• ezrfindimgsgemMBen Komplexen derart in Kon-takt bxing-t, 
daS eine Internalisierung der Komplexe und deren 
Freise-tzung aus den Endosomen erfolg-t. 

Die vorliegende Erfindung betrifft in einem weiteren 
Aspekt ptxarmazeutische Zubereitungen ^ enthaltend als 
wirksame Komponente einen KompXex, bestehend aus 
therapeutlsch wirksamer NukleinsSure , vorzugswelse als 
^ieistandteil elnes Genkonstrukts , xmd einem iiber einen 
Polykation-gekoppelten Antlkorper. Bevorzugt liegt 
diese Zubereitung als Lyophilisat oder in einem 
geeigneten Puffer in tiefgef rorenem Zustand vor, und 
die Viruspraparation wird kurz vor der Anwendung mit 
der Komplex-LGsung vermiscbt. Gegebenenf alls ist in der 
pharmazeutischen Zubereitung berelts das Virus 
enthalten, in diesem Fall liegt sie in tiefgef rorenem 
iiustand vor. Jeder inerte pbarmazeutisch annehmbarer 
Tr^ger kann verwendet werden, z»B. KochsalzlCsung oder 
phosphatgepufferte KochsalzlGsung oder jeder TrSger, in 
dem die DNA- Komplexe geeignete 

LGslichkeitseigenschaften haben, um im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung angewendet zu werden, Beziiglich 
Methoden zur Formulierung pharmazeutischer 
Zubereitungen wird auf Remington's Pharmaceutical 
i Sciences, 1980, Bezug genommen. 
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Gegebenenfalls liegen die fttr die Transfektion 
erforderlichen Komponen-ten, naralich DNA, i 
Viruspraparation und Antikesrper-Konjugat bzw. die -^-^f^^^ 
Ktonjugationspartner, gegebenenfalls 

Xntemalisierungsfaktor-Konjugat, gegebenenfalls freies 
Polykation, in einem geeigneUen Puffer getrennt oder 
teilweise getrennt als Bestandteile eines 
Transfektionskits vor, der ebenfalls Gegenstand der 
vorliegenden Erfindiing ist. Der Transfektionskit der 
vorliegenden Erfindung umfaSt einen TrSger, der einen^ 
Oder mehrere Betiaiter, wie ROhrchen. FlSsclicheiv. P^^m ; ^ 
ahnliches enthSlt, die die ftlr die Transf ektion der 
haheren eukaryotischen Zelle entsprechend der 
vorliegenden Erf indung erforderlichen Materialien 
enthalten. In einem solchen Transfektionskit kann ein 
erster BehSlter ein Oder mehrere verschiedene DMAs 
enthalten. Ein zweiter BehSlter kann ein oder mehrere 
verschiedene Xntemalisierungsf aktor-KonJugate 
enthalten, womit die Anwendung des Transf ektionskits , 
als Bankastensystem ermSglicht wird. Ob die 
Bestandteile als gebrauchsfertige Zubereitung oder 
getrennt vorliegen, um unmittelbar vor der Verwendimg 
gemischt zu werden, hSngt neben der spezifischen 
Anwendung von der Stabilitat der Komplexe ab, die 
routinemafiig in Stabilitatstests untrersucht werden 
kann. 

Die therapeutische Anwendung kann systeroisch erfolgen, 
dabei wird die intravenOse Route bevorzugt. Zielorgane 
ftir diese Anwendungsform sind z.B. Leber ^ Milz, Lunge, 
Knochenmark, Tiimore- 



Kiirzlich wurde die Mogiichkeit aufgezeigt, Myoblasten 
(unreife Muskelzellen ) zu verwenden, um Gene in die 
Muskelfasem von MSusen einzubr ingen - Da von Myoblasten 
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ge^eig-t wurde, daS ale das Genprodukt Ins Blut 
sezemleren, kazin diese Methode breitere Anwendung 
finden als zur Beliandlung genetischer Defekire von 
MuskeXzelXen, wle z,B. der Defek-t im Zusammeniiang mi.t 
Muskeldystrophie. Es kOnnen somit die manipulierten 
Myoblasten verwendet werden, um Genprodukte zu liefern^ 
die eix-tweder im Blut wirken, oder vom Blut 
transportiert werden. 

Beispiele fiir die lokale Anwendung sind das 
Lungengewebe (Anwendung der erf indungsgemafien 
Zusammensetzung als FlUssigkelt zur Instillation oder 
als Aerosol zur Inhalation)^ direkte Injektion in die 
Leber, ins Muskelgewebe oder in einen Tumor oder die 
lokale Anwendung im Gastrointestinaltakt . Eine weitere 
Methods far die Verabreichung der pharmazeutischen 
Zusammensetzung ist die Applikation Ober das 
Gallengangsystem* Diese Anwendimgsmethode erlaubt den 
direkten Zugang zu den Hepatozytenmembranen an den 
Gallenkanaichen, wobei die Wechselwirkung mit 
Blutbestandteilen vermieden wir-d. 

Die therapeutische Anwendung kann auch ex vivo 
erfolgen, wobei die behandelten Zellen, z,B. 
Knochenmarkszellen, Hepatozyten oder Myoblasten in den 
Karper ruckgefiihrt werden, z,B. Ponder et al., 1991^ 
Dhawan et al,, 1991, Eine weitere ex vivo Anwendung der 
vorliegenden Erfindung betrifft sog, Krebsvaccine. Das 
Prinzip dieser therapeutischen MSglichkeit besteht 
darin, Tumorzellen von einem Patienten zu isolieren und 
die Zellen mit einer fiir ein Zytokin kodierenden DNA zu 
transfizieren- In einem nSchsten Schritt werden die 
Zellen gegebenenf alls inaktiviert, z.B. durch Strahlen, 
der art, daB sie sich nicht linger vermehren, aber noch 
immer das Zytokin exprimieren, Dann werden die 
genetisch veranderten Zellen dem Patienten, dem sie 
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enl:nommen wurden, als Vaccin verabreicht/ In der 
Umgebung der Impfstelle aktivleren die sezemierten 
Zrfcokine das Imraunsystem, u,a- xndem sie zytotoxische 
T-Zelien aktiviexen. Dlese alrtivlearten Zellen kdnnen 
ihjre Wirkung in anderen Teilen des KOrpers ausOben und 
greifen auch nich-tbehandelte Tximorzellen an. Auf diese 
Weise wird das Risiko von Tiimorxezidiven und 
Metastasenentwicklung veorringert. Eine f Or die ^ i' ; 

Anwendung von Krebsvaccinen ftlr die Gentherapie 
geeignetre Vorschrift; wurde von Rosenberg et al.,- 1992, 
bescbrieben. Statrt der von Rosenberg vorgeschlagenen 
retroviralen Vek-toren kann das Gen-transfer system der 
vorliegenden Erfind\mg verwendet werden. 

Um die Leis-tungsf ahigkeit von Adenovirus-Ant:ikOrper- 
Polykation/DNA-Komplexe £ixr den Gentransfer i 
festzustrellen, wurde als DNA ein Plasinid, en-thaltend 
das ftir Pbotinus Pyralis Luciferase kodierende Gen 
{De Wet et al,, 1987) als Reportergen, eingesetzt: - Als 
Zielzellen fOr die Komplexe wurden HeLa-Zellen 
verwendet; diese Zellen besitzen eine definierte 
Population von ZelloberflSchenrezeptoren fiir Adenoviren 
(Pbilipson at al. , 1968)- Wenn die Koraponenten des 
erfindungsgem^Ben Konjugats (Virus, Antik5rper- 
PoXylysin-KonJugat, DNA) in Korobination angewendet 
wurden, wurden bohe Werte ftxr die Expression des 
Lucif erase-Reportergens erhalten ( Fig . 3 ) : 
Vergleichsexperimente zeigten, daB das Adenovirus den 
Transfer von nicht-komplexierter Plasmid-DNA nur 
geringfiigig erhahte. AuBerdem wurde f estgestellt, daB 
DNA, die mit dem Antlkorper-gekoppelten Polylysin (ohne 
Bindung an das Virus) komplexiert war, nicht 
nennenswert in Helia- Zellen aufgenomraen wurde. In 
starkem Gegensatz dazu konnten mit deia Komplex hohe 
Gen-Expressionswerte erreicht werden, wenn die DNA 
durch Bindung Uber den Antikorper mit dem Adenovirus in 
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WechseXwlrkiing -treten konnte, nieser Effekt wurde 
aufgehoben, wenn die Virlonen vor der Komplexblldung 
til1:zebehandelt wurden. Oa di.ese Beliandlung selektrlv die 
viralen Aufnahmefxink'tionen au£hebt, ohne die 
stnik-turelle In-tegri-tai; des virus zu st&ren (Defer et 
al., 1990), kann aus diesen Experimenten geschlossen 
warden, da6 es die spezifischen Aufnahmefunktrionen des 
Adenovirus sind, die den enl:scheidenden Bei-trag fUr die 
Leistungsfahigkeit: des Gentransfers darstellen. Weiirers 
Mtirde festgestellt, daB die Kompetition urn das 
heterologe Epitop auf der Oberfiache des chimaren 
Adenovirus durch einen spezifischen, niciit; Polylysin- 
: r gebundenen monoklonalen Anl:ik5rper ebenso eine 

Verringerung der Netto-Genexpression bewirkt. Dieser 
Effek-fc irral: nich-t auf ^ wenn ein unspezif ischer 
Antikerper eingesetzt: wurde. Es Is-t daher die 
spezif ische Wecbselwirkung zwiscben der An-tikGrper- 
gebundenen DNA und dem korrespondierenden Adenovirus- 
Oberfiachenepitop wesentlich fiir die Gewahrleistung 
eines funkt;ioneilen Gentransports durch den Komplex. 
Wei-ters wurde festgestellt^ dafi Polylysin-komplexierte 
DNA nich"t nennenswert durch das Adenovirus in die 
Zielzellen befOrdert wurde. Dies ist ein Hinweis dafUr, 
daB die Gentransf er-Kapazitat der Komplexe nicht: auf 
der Kondensierung von DNA beruht, sondern von der 
AntikOrper-vermit:t:el1:en Bindung des Reportrergens an das 
Virion abhSngt:. 

In Ubereins-timmung damit konnte die Verwendung eines 
Virus, der das vom Polylysin-gekoppelten Antikarper 
erkannte Epitop nicht aufwies, die hohen Gen- 
Expressions werte, die durch ein Virus erreicht wtirden, 
das dieses Epitop besaB,, nicht erzielen. Dieses Virus 
konnte jedoch das AusmaB des Gentransfers tiber 
Backgroundniveau erhehen. Da von Adenoviren bekannt 
1st, daB sie die zellulSre Aufnahme von MakromolekUlen 
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iiber die Flfissigphase unspezifisch verstarken kOnnen 
(Defer ©t: al., 1990), war dieses Ergebnis nlctHt, 
imerwartet- Die Tslrsache, daB dieser imspezlfisqft^ 
a?ranspon: eine deuirlich geringere Expression des 
Reportergens bewirkte als das spezifische Virus, das an 
den Antikarper-Polylysin/DNA-KompleK binden konnte, 
zeig^ die Wicht:igkeit der spezif ischen Bindung der 
Komplexkomponenten • 

Die wechselwirkung von Plasmid-DNA mil: Polylysin- 
Konjugaten resultiert in signifikanten s1:ruktiirellei|... 
Xnderungen des DNA-Molekttls , die am deutXichstejci dwph 
eine auff ailige Kondensation zu einer toroiden Struktiur 
von 80 - 100 nm charakterisiert wird (Wagner et al., 
1991a). Der Durchmesser des VimiS liegt in einer 
Greflenordnung von 70 - 80 nm (Philipaon, 1983). Es 
wurde daber au£ der Grnndlage von sterischen 
UberXegungen davon ausgegangen, daB das optimale 
Verfa^iltnis von Adenovirus zu AirtikGrper-Polylysin^ ^ ^ 
komplexierter DNA nicht grdBer als 1 : 1 sein sollte. 
Dartiberhxnaus ist: der Durchmesser der "coated pits", 
dtirch die der anfSngliclie Aufnahmeschrlti: der Rezeptor- 
vermitteXten Endozytose herbeigefOhrt wird, ca^ 100 nm 
(Darnell et al., 1975), Aufgrund dieser Tatsache wurde 
angenommen, daB Multimere, die diese GrQBe 
Oberschreiten, in ihrer Aufnahmef Shigkeit eingeschrankt 
sein wttrden. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
wurden diese ZusammenhSnge analysiert, wobei durch 
Anwendung von Adenovirus in molarem OberschuB gegentiber 
der AntikOrper-Polylysin-komplexierten DNA gezeigt 
wurde, daS ein Maximxim an Reportergen- Express ion bei 
einem Verhaxtnis von 1 : 1 bewirkte (Fig. 4). Es wurde 
daher im Rahmen der durchgeftlhrten Versuche als 
optimales Konjugat ein solches ermittelt, das aus einer 
einzigen Adenovirus -Inlrernalisierungdomane in 
Verbindung mit einer einzigen AntikOrper-Polylysin/DNA- 
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B±ndungsdomane bes-teht:. 

Als n^chs-tes vnirde die Lei stung sfahigkeit; des 
Gentransfers vxjn Adenovirus-AntrikdSrper-PolyKa-fcion- 
Konjugaten, die dieses optlmierte Verhaltnis aufweisen, 
untersucht. Wenn logarlthmische Verdtinnimgen des 
Komplexes den ZielzelXen beigegeben wurden, ergab sich 
e±ne entsprechende logarithmische Abnahme der 
Hepoxtergen- Expression (Fig. 5), wobei auffalXend war, 
daB 107 DNA-Molekiile, die mittels dieses Vektorsystems 
auf 106 HeLa-Zellen angewendet wurden, eine 
nachweisbare Expression des Reportergens bewirHten- 
Oberraschenderweise konnte somit mit so wenlgen wie 
10 DNA-Molektilen pro Zelle in Form von Adenovirus- 
Polyka-tion-DNA-Komplexen eine effizientie Expression 
eines Fremdgens berbeigefUhrt: werden, 

Es ze±gt sich somit: hinsicbtlich der GrOBenordniing der 
Aufnahme von DNA eine deutliche Oberlegenheit der 
erfindungsgemaSen Konjugate gegenUber den DNA- 
Gentransfer-Vek-toren, von denen greSenordnungsmaBig 
500.000 DNA-Molekaie pro Zelle benStigt: werden (Feigner 
et al., 1987, Feigner et al., 1989, Maurer, 1989). Da 
diese Methoden den grOBten Teil der DNA effxzient in 
den Zielbereich der Zelle, namlich das Zyirosol, 
jbef5rdem (Feigner et al-, 1989, Malone et al., 1989, 
Loyter et al., 1982), beruht die l^eistungsfahigkeit der 
erfindungsgemaBen Kon jugate m5glicherweise nicht 
ausschlieBlich auf der Verstarkung der Freisetziing der 
Fremd-DNA ins Zytoplasma; es diirften zusfitzlich noch 
weitere Vorgange auf dem Weg des Gentransfers verstfirkt 
werden . 

In der Konf iguration der Adenovirus -Poly lysin-DNA- 
Komplexe fungiert der Adenovirusanteil sowohl als 
MitteX far das Aufbrechen von Endosomen als auch als 
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Liganden-Domane des Komplexes. Es sollte datxer die 
Gentransferef fizienz der Komplexe £ar eine gegebene 
Zielzelle die relative Zahl von Adenovirus- 
Zelloberfiaohenrezeptoren wiederspiegeln- So«ohl die 
Zellinie HeLa als auolx die Zellinie KB, die grofle 
Ifengen an Adenovirusrezeptoren beaitzen (Philipsja^. ^ 3,. 
al 1968), zeigten einen enspreohand hohen Grad. an 
ZugLiglichkeit fUr den Gentransfer mittels Adenovirus- 
Polylysin-DNA-KompleKsn (siehe Fig. 6). Im Gegensatz 
dazu wird die relativ niedrige Anzahl von 
Adenovirusrezeptoren, die die Zellinien MRC-5 (Precious 
und Russell, 1985) und HBEl charakterisierl: , in einem 
niedrigen Gentransfemiveau mittels den KompXexen in 
diese Zellen ref lelrtiert . ' 

Temare Komplexe, die zusatzlich zum Adenovirus einen 
anderen zelloberf lachenliganden 
(intemalisierungsfaktor) enthielten, zeigten 
signifikan-c hOhere Wen» als die Ronjugate, die nur 
Transferrin- oder Adenovixus-I^gandendomanen batten 
(Fig. 7A) . Die (^aSenordnung dieser Verstarkung beruhte 
deutlich nicht auf der Grundlage eines additivan 
Effekts von Transferrin-Polylysin-DNA-Komplexen plus 
Adenovirus-Polylysin-DNA-Komplexen. Da die temaren 
Komplexe Ober den Adenovirus- Oder Transferrin- 
Au^nahmemechanismus intemalisiert warden kOnnen, laSt 
dieses offensichtliche Zusammenwirken vermuten, daa die 
Adenovlrusdomane den Eintritt in die Zelle Uber beide 
Wege erleichtert, vermutlioh auf der Grundlage der 
durch Adenovirus bewirkten Endosomolyse. Um die 
selektive Mitwirkung der adenoviralen Domane des 
temaren Komplexes beira Aufbreohen von Endosomen zu 
zeigen, wurden die Korabinations-Komplexe auf Zellinien 
aufgebracht, die unterschiedliche Empfanglichkelt fUr 
Adenovirus-Polylysin-DNA-Komplexe aufweisen (Fig. 7B). 
Die epitheliale Atemwegszelllnie zeigt im Vergleich zu 
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HeLa-2ellen sehr niedrige Genteansferwerte, erzielt 
durch Adpli-DNA-Kompiexe (Fig. 6), was die rela-tiv 
niedrige Zelloberf lachenpopixlation an 
Adenovirusrezeptoren, die fiir diese Zellinie 
charakteristisch ist, wiederspiegelt. In deutlichem 
Gegensatz ftihrte die verwendung von ternSren AdpL/TfpL- 
Komplexen zu Genexpressionsniveaus , die vergleichbax 
mit den in HeLa-Zellen gesehenen waren. Die- 
Empfanglichkeit dieser Zellinie fiir den Gentransfer 
durch die temSren Komplexe s-fcimmt: mit dem Konzept 
iiberein, daS die Adenovirusdomane tUoer den Transf errin- 
Mechanismus aufgenommen wird, wobei sie den Gentx-ansfer 
verstarkt, indem sie den Aufbruch von Endosomen 
bewirkt. Daraus ergibt: sich die MOglichkeit: ; die 
endosomolytische Eigenschaf t von Adenovirus und anderen 
Viren bei der Kons-truktion von Konjugaten auszunutzen, 
die dadurch die Fanigkeit erhalten, dem 
Zellvesikelsys1:eni zu en-tkommen. 

im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde f erner in 
einem NageHiermodell dei- direkte in vivo Transfer eines 

A Gens in das Atemwegsepithel mit: Hilfe der 

erfindungsgemaBen Komplexe gezeigt. Dies begrUndet die 
Mesglichkeit, die vorliegende Erfindung anzuwenden, urn 
eine transiente Genexpression im Atemwegsepitbel zu 
erzielen. Die M5glichkeit, eine genetische Modif ikation 
von A-temwegszellen in situ zu erreic:hen, stellt eine 
magliche Strategie der Gentherapie fiir Erkrankungen des 
Atemwegsepitbels dar. Bei den durchgeftihrten Versuchen 

■ r ergaben die Trans ferrin-Polylysin-DNA- Komplexe ein 
geringes Reportergen-Expressionsniveau- Dies ist im 
Einklang mit der Tatsache, daS diese Art von Konjugat 
in den Endosomen eingeschlossen werden diirfte. Die 
binaren Adenovirus-Polylysin-Komplexe bewirkten eine 
signifikant habere Genexpression. Diese wurde weiter 
erhOht, indem ein zweiter Internalisierungsf aktor in 



wo 93/07282 



38 



PCr/EP92/02231 



dem KonOjinations-KompXex Mfpt/Adpl. elngesetzt: - 
tnu festsnistellen, ob die Nettogenexpression der ^ 
Transduktionshaufigkelt aberelnatlmmt, wurde der Anireil 
an Zellen, die mil: den diversen Komplexarten 
la^duziert wurden, ermittell:. Es wurde £es1:geatellt, 
daB elne solohe tJbereinstinuuung vorliegt; das mit MfpL 
modifizierte At:emwegsepi«xel in der Primarkultur zeigte 
< als 1 % Transduktionshaufigleeit, die AdpL-Komplexe x« 
Bereich von 20 - 30 % und die Kombinations-Kompleace , 
mehr als 50 % modifizierte Zellen- 

Die in vivo im Nagetiermodell dxirchgefOhrten 
Experimente s1d.inmten mit den in der PrimarkuXtur 
erhaltenen Ergebnissen Qberein. Die Untersuchung von 
histologlschen Lungenabschnitten von Ratten, die mxt: 
laoZ-Kombinations-Komplexen behandelt worden waren, 
zeigten ungleichmSBige Zonen von B- 

Galaktosidasealrtl^itat, die zahlreiche positive ZellSl. 
enthielten. Die positiven Regionen wurden den 
bronohiolen und distalen Atemwegsregionen zugeordnet. 



Figiireniibersicht 

Fig. 1: Schematisohe DarsteXlung von Adenovirus- 

Polykation-DNA-Komplejcen, enthaltend ein ^ 

Frenuiepltop auf dem Adenovirus-Kapsid 
Fig. 2: Hersteilung des ohimaren Adenovirus Ad5-P202 
Fig. 3: Gentraixsfer raitbels Adenovirus-Polykation-DNA 

IComplexen in HeLa-Zellen 
Fig. 4: Bestimmung des optimalen Verhaltaciisses von 

Adenovirus und polylysin-AntikOrper- 

komplexierter DNA 
Fig. 5: Bestiiranung der Leistungsfahigkeit: des 

Gentransfers durch Adenovirus-Polykation-DNA- 

Komplexe 
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Fig. 6: Gentransfer mit1:els Adenovlrus-Polykat:ion-DNA- 
KompleKen in verschiedene eukaryotische Zellen 

Fig. 7: Gentransfer mittels Kombinations-Komplexen, 
enthal-tend Adenovirus- und Human-trans ferrin- 
Kon jugate 

A: Vergleich der Effizienz von Kombinations- 

Komplexen mit binaren Komplexen in HeLa-Zellen 

B: Vergleich von HeLa-Zellen und HBEl-Zellen 

hinsichtlich der Gentrransferef fizien2: von 

Kombinations-Komplexen 
Fig, 8: Dreidimensionale Darstellting der Hexon- 

Un-tereinheit; mOglicIne insertionsstel.len in 

der Ad5-Hexongensequenz, erhalten mitrtels 

gerichteter Mutagenese 
Fig. 9: Transf eki:ion von primSren Atemwegs- 

Epithelzellkulturen, Relative HGhe des 

Mettogentransfers 
Fig* 10: Transf ektion von primaren Atemwegs- 

Epithelzellkulturen. Relative 

TransduktionshSufigkeit 
Fig* 11: Gentransfer Ober die intratractieale Route in 

vivo. Relative Hdhe des Nettogentransfers in 

vivo 

Fig. 12: Gentransfer Uber die intratracheale Route in 
vivo, iiokalisierung der heterologen 
Genexpression im Atemwegsepithel 

Fig. 13: In vivo Anwendung von chimSren Adenovirus - 
Lectin-Polylysin-DNA-Komplexen 



Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele 
illustriert : 

Beispiel 1 

Herstellung von Ant±k5rper-Polylysin-Konjugaten 
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1) Hers1:ellung des ohimaren Adenovirus Ad-P202 

Um Snderungen im AdS Hexon-Gen vorzunehmen, war es 
zunaohsi: notwendig, das Gen zu subklonleren. Das_^^ 
Plasmid pEcoRIA-Ad5 (Berkner und Sharp, 1983) entaiait 
den Xinken Tell des Adenovirus-Genoms von map unit 
(m u ) 0 - 76. Das Hexon-Gen liegt zwlschen m.u.S2 und 
m.u.eo. Bin 2.3 kbp Hindlll/Sstl-Fragnent enthait den 
Teil des Hexon-Gens, an dem die Jinderung vorgenommen 
wexden sollte. Da in pEcoRIA-Ad5 mehrere Hindlll und 
Sstl-Stellen entJialten slnd, war es erforderlicii, 
einige zwischen-Plasmide zu konstxuieren, um das 
geandertre Hexon-Gen wieder im Originalpiasmid 
zusananensetzen zu kOnnen. Bin Sall/BamHI Fragment 
(m.u- 46 - 60) enthait das Hexon-Gen ohne zusatzliche 
Hindlll- Oder sstl-Stellen. Zuerst wurde die 
Adenovirus-DNA von m.u. 0 - 76 rekloniert, indem ein 
Vektor der Bezeichnung pl42 (abgeleitet von dem 
kauflich erhaitliohen Piasmid plBI24 (IBI, Inc.) durch 
Restriktionsverdau mil: PvuII, gefolgt von der Insertion 
eines EcoRI-Linkers) , verwendet wurde, der keine Sstl- 
Oder BamHI-Stellen aufweist. Dann warden die Sall- 
Stellen bei m.u. 26 entfemt, indem das Xbal-Fragment 
(m.u. 3.7 - 29) entfemt wurde; der erhaltene Vektor 
wurde mit pX41-12 bezeichnet. AbschlieBend wurde das 
gewOnschte Hindlll/Sstl-Fragment in MlSmplS kloniert 
und war somit bereit fttr die Mutagenese. 
Gerichtete Mutagenese (site directed mutagenesis) wurde 
mit einem der erhaitenen Klone nach der von Kunkel, 
1985, beschriebenen Methode durchgef Uhrt . Dabei wurden 
die codons X88 - 194 des Hexon-Gens entfemt und an 
dieser Stelle eine nur elnmai vorkommende Pmll-Stelle 
eingeftihrt. Der erhaltene Klon (167-1) wurde daraufhin 
mit Pmil geschnitten und ein doppelstrangiges 
OXigonukleotid, kodlerend fOr die Aminosauren 914 - 928 
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des Mycoplasma pneiimoniae Pl-Proteins, elngesetzt 
(Inamine et al,, 1988). Diese Pl-Sequenz enthait eln 
Epitop, das vom monoklonalen AntikOrper 301, dessen 
HersteXlung ±m folgenden beschrleben wxrd, erkannt 
wird. Das veranderte Hindlll/Sstl-Fragment wurde aus 
pi 67-1 isolier-t und wieder in das Urspxungsplasmid 
pEcoRIA-Ad5 hineinllgiert. Die Herstellung von Ad-P202 
isi: in Fig. 2 dargestellt. 

2) Herstellung eines monoklonalen Ant:ikcirpers mil: 
Spezifizat: tiXr das ctiimare Adenovirus (MP301) 

a ) Immxmisierung 

Die Herstellung des monoklonalen Antikttrpers erfolgte 
nach Standardmethoden- 

Als Antigen wurde der Mycoplasma pneumoniae Stamm M-129 
(ATCC#29342) verwendet, Nach ZUchtrung in einer 
Kulturflasche (Hu et al*, 1977) wurde 3 mal mit PBS 
gewaschen. Mycoplasma pneumoniae geemtet und in 0.5 ml 
PBS aufgenommen, 10 pg des Antigens wurden fiir die 
Immunisierxing verwendet: 

3 ca, 6 Wochen alte weibliche BALB/c M^use wurden nach 
folgendem Schema immunisiert: 

l.lmmunisierung: ca. 10 pg Antigen pro Maus in 

komplettera Frexind ' schem Adjuvans 
intraperitoneal . 

2.1mmunisierung: ca, 10 |ig Antigen pro Maus in 

inkomplettem Freund'schem Adjuvans 
subkutan, 3 wochen nach der 1. 
Immunisierung . 

3.1mmunisierung: ca. 10 pg Antigen pro Maus in 

inkomplettem Freund'schem Adjuvans 
intraperitoneal, 2 Wochen nach der 
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Inimunlsierung • 



Bine Woche danacH wurden den MSusen Serumproben 
entnommen und die Serumtiter bestimmt:. Die Maus mit dem 
hOchsten Titer wurde durch iv-Injektlon in den Schwanz 
mit 10 }xg Antigen geboostert; die Milzzellen dieser 
Maus wiarden nach 3 Tagen fUr die Fusion mit 
Hybridomzellen prSlpariert. f 

b) Fusion: 

Ca. 108 Milsrzellen wurden nach der Methode von Kahler 
und Milstein, 1975, in Gegenwart von PEG 4000 (50% in 
serumfreiem Kulturmedium ) mit ca, 108 Myelomzellen der 
Linie SP2/0 Agl4 (ATCC CRL-1581) fusioniert. Danach 
wurden die Zellen 2 Wochen in HAT-SeleJctionsraedium, 
daraufhin eine Woche in HT-Medium, abschlieBmd in : rl. 
normalem Kulturmedium (DMEM plus 10% FCS plus 
Penicillin, Streptomycin) gezUchtet. Mit Hilfe des 
Radioimmunosorbent Assay (RXA) wurde nach Antikdrper 
produzierenden Klonen gescreent, die Spezifitat fOr das 
Mycoplasma pneumoniae PI Protein wurde mittels Western 
Blot bestimmt. Urn Monoklone zu erhalten, wurde die 
"Soft Agar" Methode angewendet, 

r-.) Untersuchung des monoklonalen AntikSrpers MP301 
auf neutralisierende Wirkung von Adenovirus Ad- 
P202 



Urn festzustellen, ob der monoklonale AntikOrper MP301 
die FShigkeit des Virus, Zellen zu infizieren, 
neutralisiert, wurde der Titer von Ad-P202 einmal mit 
und einmal ohne Antikorperzugabe (7pg/ml) bestimmt, 
wobei als Zielzellen HeLa-Zellen (ca. 50% konfluent in 
2% FCS/DMEM auf 96-Loch-Platten) verwendet wurden- Von 
Ad-P202 wurden Serienverdiinnungen hergestellt und auf 
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die HeLa-Titerpla-t-ten mit Oder ohne Antikarper 
aufgebracht. Die Flatten wurden 48 h bei 37*C, 5% CO2 
inkubiert, mit Kristallvlolett gefarbt und auf IC 50 
( -inbibition concentration", ca. 50% Zell-Lysls) 
untersucht, Es wurde mit und ohne AntikOrper der Titer 
von 1:2048 erhalten. 

d) Herstellung von MPSOl-Polylysin-Konjugaten 

Die Kopplung des monoklonalen Antikdrpers mit Polylysin 
wurde naob der von Wagner et al., 1990^ und in der 
EP-Al 388 758 bescbriebenen Metbode durchgef Ubrt . 

20,6 nmol (3.3 mg) des monoklonalen Antikdrpers MP301 
in 1 ml 200mM HEPES pH 7.9 wurden mit einer 5 mM 
etbanolischen L6sung von SPDP (100 ranol) bebandelt. 
Nach 3 h bei Raumtemperatur wurde der modif izierte 
AntikOrper aber eine Sephadex G-25 S^ule gelf iltriert, 
wdbei 19 nmol Antikarper, modifiziert mit 62 nmol 
Dithiopyrxdinlinker , erhalten wurde. Der modifizierte 
Antik5rper wurde rait 3-Mercaptopropionat-roodif iziertem 
Polylysin (22 nmol, durchschnittliche KettenlSnge 
300 Lysinmonomere, FITC-markiert , modifiziert mit 
56 nmol Mercaptopropionat-Linker ) in 100 mM HEPES 
pH 7.9 unter ArgonatmospbSre reagieren gelassen. 
Kon jugate wurden mittels 

KationenaustauscHchromatographie auf einer Mono S HR5- 
saule (Pharmacia) isoliert. (Gradient: 20 - 100 % 
Puffer. Puffer A: 50 mM HEPES pH 7.9; Puffer B: Puffer 
A plus 3 M Natriumchlorid. Die Produktf raktion eluierte 
bei einer Salzkonzentration zwischen 1.65 M und 2 M- 
Dialyse gegen HBS ( 20mM HEPES pH 7.3, 150 mM NaCl) 
ergab ein Konjugat, bestehend aus 9-1 nmol MP301 und 
9-8 nmol Polylysin. 



Beispiel 2 
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Gentransfer mi^els Adenovirus-Polykatton-DMA-KompleKen 
in eukaryotisclie Zellen 

im Zuge der In diesem Beispiel durchgef tthrten . 
acperimente wurden verschiedene Komblnatlonen 
spezif±scher und nichtspezifischer Komplexkomponentea 
auf ±hre FShigkell:, ein Reportergen in HeLa- und In 
andera Zellen transportieren zu kOnnen, untersuoht. 

Die Komplexierung von DNA mit dem AntikOrper- 
gekoppelten Polylysin wurde vorgenonimen, indem 6 PS ,Hr 
gereinigter pRSVL-DNA in HBS (20 inM HEPES, 150 mM NsCl, 
pH 7.3) auf eln Gesamtvalumen von 350 ya verdttnnt: und 
mit 9.5 ug tCSOlpL in 150 pi Gesamtrvolumen desselben 
Puffers vereinigt: wurden. (pKSVL enthait das Photinus 
pyralis Luciferasegen unter der Kontrolle des Rous 
Sarcoma Virus LTR Enhancer/Promoters (Uchida et al., 
X977, De Wet et al. , 1987), hergestellt mittels Trlton- 
X hy'se Standard-Methode (Maniatis), gefolgt von ^ 
CsCl/EtBr Gleichgewictitsdichtegradienten- 
zentrifugation, Entfarbung mit Butanol-1 und Dialyse 
gegen 10 mM Trls/HCl pH 7,5, im EDTA in 350 pi HBS 
(150 mM NaCl, 20 niM HEPES pH 7.3).) Die Menge von 
Antikerper-gekoppeltem Polylysin basiert auf Berechnung 
der Menge, die nStig 1st, um Elektroneutralitat der 
importierten DNA zu erreichen. Die Polylysin- 
Antikarper-komplexierte DNA wurde in HBS auf eine 
Endkonzentration von 2 x lOH DNA-Molekaie/ml verdUnnt. 
Das Adenovirus P202-Ad5 wurde in eiskaltem DMEM, 
erganzt mit 2 % FCS, auf eine Endkonzentration von 
2 X lOll Viruspartlkel/ml verdUnnt. Gleiche Volumina 
von Antikarper-Polylysin-DNA und Virus wurden vereinigt 
und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Als Zielzellen 
far den Gentransfer wurden HeLa-Zellen verwendet, die 
in DMEM-Medium, erganzt mit 5 * FCS, 100 I.E. 
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Penicillin/ml und 100 Streptomycin/ml, ±n 60 mm 
Gewebekul-fctarschalen gezOctitel: wurden (300.000 ZelXen), 
Zum Vergleich mil: HeLa-Zellen wurden die Zellinien 
HBEl, KB (ATCC Nr, CCL 17) imd MRC-5 (ATCC Nr. CCIi 171) 
untersuch-t. HBEl, eine Atemwegszellinie, wurde in F12- 
7X Medium, wie von Willxamsen et al., 1989, bescJorieben, 
gezttch-fcet;. KB xmd MRC-5 wurden in EMEM-Mediura/10 % 
bitzeinaktiviertes FCS/lOO I.E* Penicillin pro ml/lOO 
}ig Strep-tomycin pro ml/ 10 mM nicht-essenliielle 
Aminos^uren/2 mM Glutamin geztichtet. 

Vor Anwendung des Transfektrionsmediums wurden die 
Plat-ten bei 4'C 30 rain lang gektihlt, das Medium 
entfernt, 1 ml Trans fekt:ionsmedium beigegeben und die 
Zellen 2 h lang bei 4"C inkubiert- Dieser Schri-fc-fc wuxde 
durcbgefUbrt:, um die Bindung der DNA-Komplexe an die 
Zellen zu bewirken, ohne daB sie schon internalisierl: 
werden, Nach diesem Bindungsschrit-fc wurden die Pla-tten 
3 X mit eiskal-bem 2 % FCS/DMEM gewaschen^ um nich-t- 
gebundene Reak-fcionskomponenten in der Fltisslgphase zu 
en-tfernen. Nach Zusatz von 2 ml eiskaltem 2 % FCS/DMEM 
wurden die Plalrten langsam erwarmen gelassen. Daraufhln 
wurden die Platten far 16 h in den Brutschrank gegeben 
(37*C, 5 % C02). Um die Reportergen-Expression zu 
messen, wurden Zellysate herges-tellt;, auf 
Gesam-tpro-teingehalt: standardisiert und, genau wie von 
Zenke et al-r 1990 r beschrieben, auf Luciferase- 
Aktivitat untax-sucht. (Das Luminometer war so geeicht 
worden, da3 ein Picogramm Lucif erase 
50.000 Lichteinheiten liefert. ) 

pRSVL-Reporterplasmid-DNA wurde mit Adenovirus P202-Ad5 
vereinigt, ohne vorher mit dem Poly ly sin- Ant ikbrper- 
Konjugat komplexiert worden zu sein (DNA + P202-Ad5 ) • 
Welters wurde pRSVL-DNA, komplexiert mit dem 
Antik5rper-gekoppelten Polylysin, in Abwesenheit des 



I 
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spezifiscnea Virus (DNA + MPSOlpL) unlrersucht: und diese 
beiden Reaktionsmedien mil: elnem Realctrionsmedium, das 
die vollstsndige Komblnation der KompleKkomponenten 
eniaiieXI: (DNA * MPSOlpL + P202Ad5), verglichen. In 
analoger Weiss warden die Komplexe auf ihre 
LeistungsfShigkeil: £iir den Gentransfer untersucht, 
indent ein spezifiscHer Antikarper verwendet wurde, def 
vor der Komple^bildung hitzeinaktivlert (50'C, 30 min% 
worden war (DNA + MPSOlpL + P202-Ad5). Es wurden 
Kompetitionsexperimente durchgsfOhrt, indem das 
spezifische Adenovirus in Gegenwart des Polylysin- 
gekoppelten AntiKOrpers MP301 plus ein zehnfacher 
molarer tJberschuB von nicht-Polylysin-gekoppeltem MP301 
(DNA + MP301PL + MP301 + P202-AdS) Oder in Gegenwart 
von MPSOlpL und einem zehnf achen molaren OberschuB von 
nicdxt-gekoppeltem irrelevanten monoklonalen AntikOrpfti;, 
Anti-Ratten-IgG (DNA + MP301pL + anti-rat IgG + P202- 
AD5). Waiters wurde vor der Inkubation mit dem 
spezifischen Virus die Reporterplasmid-DNA nit nicht- 
konjugiertem Polylysin (4 pg) in einer Menge, aguimolar 
dem Antikarper-gekoppelten Polylysin, komplexlert 
(DNA + pL + P202-Aa5). Die Komplexbildungsreaktionen 
unter Verwendung des Adenovirus WT300, dem das von 
MP301 erkannte Epitop fehlt, wurden genauso , 
durchgefUhrt, wie fur das speziflsche Virus P202-AD5- 
Die Experimente wurden samtlich dreifach durchgeftihrt- 
Die Ergebnisse mit HeLa-Zellen sind in Fig. 3 
dargestellt; die Daten stellen die Durchschnittswerte + 
SEM dar. Die strichlierte horizontal® Linie zeigt die 
Background-Luciferaseaktivita-t von nichtbehandelten 
HeLa-Zellen. Die mit den Zellinien HBEl, KB und MRC-5 
im Vergleich zu HeLs-Zellen erzielten Ergebnisse sind 
in Fig. 6 dargestellt. 
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Bestimmung des op-fcimal©n VerhSltnisses von Adenovirus 
und Ant±k6rper-Polylys±n/DNA fttr den Gentransfer 

In den durchgef tihirten Versuchen, deren Ergebnis in 
Fig. 4 dargestellt ist, wurden Adenovirus-AntikeJrper- 
Polylysin/DNA-Komplexe bei versciiiedenen Verhax-tnissen 
der Komplexkomponen-ten auf ihre FShigkeit, den 
Gentransfer in HeLa-Zellen zu ermfiglichen, untersuctit. 
Die Komplexbildungsreaktionen wurden durchgef ahrt, wie 
in Beispiel 2 angegeben, mit dem Unterscbied, da0 
2,5 K lOlO DNA-Molektile, komplexxert mit dem 
An-tikarper-Polylysin-Konjugat, eingesetzt wurden, wobei 
unterschiedliche Mengen des spessifischen Adenovirus 
P2a2-Ad5 5sur Anwendung kamen. Das ZUcbtren der Zellen, 
die Aufbringung der Komplexe auf die Zellen, die 
Inkubation der Zellen und die Bestimmung der 
Reporirergen- Expression war analog Beispiel 2. Die 
gezeigten Daten stellen den Durchschnittswerl: + SEM von 
vier verscbiedenen Experimenten dar, 

Beispiel 4 

Bestimmung der Leistungsf Shigkeit des Gentransfers von 
Adenovirus-Polykation-DNA-Komplexen 

liimitierende Verdiinnungen des Komplexes, der genau v/ie 
in Beispiel 2 hergestellt wurde, wurden daraufhin 
untersucbt, wie wirksam sie sind, eine nachweisbare 
Expression des Reportergens in HeLa-Zellen zu 
ermdglicben, Nach der Komplexbildung wurden 
logarithmische Verdiinnungen des Kompiexes in 
2 % FCS/DMEM vorgenommen . 1 ml Aliquots der 
verscbiedenen Verdiinnungen wurden auf 60 mm 
Gewebekulturscbalen, die 5 x 105 HeLa-Zellen 
enthielten, aufgebracht. Nach einstiindiger Inkubation 
( 37*^0, 5 % C02) wurden 3 ml 5 % FCS/DMEM zugeftigt und 
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die Flatten weiHere 16 h lang unter denselben 
Bed±ngungen inkubiert:. Die Besl:immung der Reportergen- , 
Expression wurde wie in Beispiel 2 durchgefiihrl:. ^^^0^ . , , 
Fig. 5 angegebenen Werte fiir die Luciferase-Expressioii^^^^^^^ 
entsprechen den Durchschnittswerten + SEM von 3 bzw. 4 
versuchen. Die s-trichlierte horizonlrale r.inie zaigt die 
Bac)cground-I*uciferasealrtivitai: von unbehandel1:en HeLa- 
Zellen. 



Beispiel 5 

Gentransfer mittels Koinbinations-Komplexen, enthaltend 
Adenovirus- und Hianantrransferrin-Konjugate 

Urn die temaren Komplexe, die eine Kombination von 
Adenovianas- und Humantransferrin-Domanen enthalten^ 
herzustellen, wurde das mit einem Epitop versehene 
Adenovirus P202-Ad5 (2,5 x IQIO Partikel) in 750 pi 2 % 
FCS/DMEM verdflnnt und mit dem Polylysin-gekoppelten ■ 
monoklonalen Antik6rper MP301pLys (2 pg) in 250 pl HB^ 
vereinigl;. Die Inkubation wurde fttr 30 min bei 
Raumterapera-fcur vorgenommen, Daraufhin wurde Plasmid-DNA 
pRSVr, (6 pg), verdOnnt: in 250 pi HBS, der Mischung 
beigegeben und weitere 30 min lang bei Raumtemperatur 
inkubiert. Von den daraus resultierenden Adenovirus- 
Polylysin-DNA-Komplexen wurde angenommen, daB sie auf 
Basis des Gesamtpoiylysingehalts unvollstandig 
kondensierte DNA enthalten. Um die DNA-Kondensation ata 
vervollstandigen und den Komplexen eine 
Hxiinan-fcransferrin-DomSne einzuverleiben, warden 9 pg 
Humantransferrin-Polylysin-Konjugate (Wagner et: al-^ 
1990), verdtinnt in 250 pi HBS, zu den Adenovirus- 
Polylysin-DNA-Komplexen gegeben. AbschlieBend wurde 30 
min bei Raunit:einpera1:ur inkubiert. Mit den erhaltenen 
Kombina-fcions-Komplexen wurden Gewebekulturzellen 
inkubiert, wie beschrxeben, um spezifische Bindung der 



» *WO 93/07282 



PCr/EM2/02231 



49 

gebiXdeten Komplexe zu erreichen (4*C, 2 h) . Die 
Plairten wurden dann 3 x mit eiskaltem 2 % FCS/DMEM 
gewaschen und nach Zugabe von 2 na 2 % FCS/DMEM far 16 
h In den Brutschrank (37*C, 5 % CO2) gegeben. Die 
Messung der Reportergenexpression erfolgire, wie 
beschrieben. Fig. 7A zeigt die relativen Werte fiir die 
Genexpression, bewirkt durch Humantransfexrin- 
Polylysin-DNA-Komplexe (hTfpL), Adenovirus-Polylysin- 
DNA-Komplexe (AdpL) und ternare in HeLa-Zellen. Fig. 
7B zeigt die relative Zug^glicbkeit fUr den 
Gen-transfer durch temSre Komplexe ( AdpL/hTfpL) von 
HeLa- und HBEl-Zellen. 

Beispiel 6 



Gen-transfer in AtemwegsepithelzeXlen unter Verwandung 
von binaren und ternSren Adenoviruskomplexen 

FUr diese Versuche wurde die Ratte Sigmodon bispidus 
("Gotten Rat") verwendet, von der sich gezeigt hat, daB 
sie ein geeignetes Tiermodell fiir humane adenovirals 
Iiungenerkrankungen darstellt (Pacini et al., 1984), 
welters wurden die im vorangegangenen Beispiel 
beschriebenen binaren und temaren Komplexe verwendet. 

a) Transfektion von primSren Atemwegs- 
Epithelzellkulturen 

Die primaren Kulturen wurden nach bekannten Methoden 
(Van Scott et al., 1986) hergestellt. Die dissoziierten 
Zellen wurden geerntet, 3 x mit F12-7X-Mediuin gewaschen 
und bei einer Dichte von 5 x 105 zellen pro Scheie in 3 
cm Gewebekulturschalen plattiert. Die Zellen wurden in 
F12-7X.Medium gehalten und beim Erreichen von 50 bis 75 
% Konfluenz fUr die Gentransf erversuche verwendet. was 
ftir gewahnlich zwei bis drel Tage dauerte. FUr die 
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Gen-kx^sfezversuche wurden die KompleKe dlrekt auf die 
ZeXlen aufgebrachi: und 24 h inkubiert:* 
FCir^ diese Versuche wurde pCP4V^*DNA vegrwendet. Das 
Plasmid pCMV wurde hergeslrellt:^ Indem das BainHI-Xnsert; 
des Plasmids pSTCX556 (Seveme et al-, 1988) entfemt, 
das Plasntid mit: KlenoiMr-jF'raginent: behandel-t und das 
HindXXX/Sspl sowie iClenof/*behandel1:e Fragment: au^ dein ^ir ^ 
Plasmid pRSVL, das die ftir Lucif erase kodlerende 
Saquenz enth^-fc, bzw* die ftir fi-Galaktosidase 
(MacGregor und Caskey, 1989) eingese1:zt wurde, die 
erhal-tenen Plasmide wurden pCMVL und pCMVB-gal 
bezeichneir. Die Komplexbildung wurde analog pRS,VIi 
vorgenouunen . 

i) Relative KOhe des Nettrogentransf ers 
Ftir diese Versuche wurde das Repor1;erplasmid pCMVli ^ 
verwende-fc. Die Zellen wurden nach 24 K auf 
Ituciferasegenexpression untersuchi:; die Ergebnisse sind 
in Fig. 9 dargestell-fc . Der Untergrund zeigl: die Messung 
der nicht:-modifizierten Zellen an/die Ordinate strellt 
die Luciferasegenexpression als Lich-feeintiei-ten pro 25 
pg Gesamtpro-tein, erhalten von 2ellysat:en, dar. Die 
Experimente wurden je 3 - 4 mal durchgefiilirt:, die Wer-te 
sind Mi-ttelwerte ± SEM, ' : 

ii) Relative Transduktlonshaufigkeilr 
In diesen Versuchen wurde als Reporter-DMA das Plasxnid 
pCMVB-gal verwendet^ Die ZelXen wurden wie oben 
beschrieben transfiziert und nach 24 h die 
Reportergenexpression durcK FSrbung nach der von 
MacGregor et al.^ 1989, beschriebenen Methode bestimmt. 
Die Ergebnisse sind in Fig. 10 dargestellt 
(VergraBerung: 320 x). A: hTfpL^ B: AdpL, C: 
hTfpL/AdpL. 

b) Gentransfer Ober die intratracheale Route in vivo 
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Die Tiere mirden mlt Methoxyfluran anastheslert . Nach 
einem VertiJcalschxiltt in die ventrale Selte des Halses 
wurde die LuftrOhre stumpf prapariert. Die Komplexe 
(250 bis 300 pi; 3 ]ig Plasmid-DNA ) wurden unter Sicht 
direkt in die Luftrahre der in einem Wlnkel von 45* 
schraggelegten Tlere injiziert. Die Tiere wurden durch 
C02 getstet und die LuftrGhre xind die Lunge en bloc 
nach in situ SpUlung mit: kalter Phosphat-gepuf ferter 
KochsalzlOsung (PBS) geemtet. Ftir den Lucif erasetest: 
wurde das Lungengewebe in Extraktionspuf f er 
hoinogenisiert, die Lysate auf Gesaratproteingehalt 
standardisiert und die Luciferasegenexpression gemessen 
wie beschrieben. 



i) Rela-tive H5he des Netto-Gentransfers in vivo 
24 h nach der Transfektion wurde die 

Luciferaseexpression gemessen. Das Ergebnis ist in Fig. 
11 dargestellt. Die angegebenen Lichteiiiheiten beziehen 
sich auf 1.250 pg Gesamtprotein, erhalten aus den 
Lungenlysaten. Die Experimente wurden je 3 - 4 x 
durchgefahrt, die Ergebnisse sind als Mittelwerte ± SEM 
dargestellt. 



ii) Lokalisierung der heterologen Genexpression im 

Atemwegsepitbel 
Flir diese Versuche wurde als Reporfcer-DNA das Plasmid 
pCMVB-gal verwendet; es wurden hTfpL/AdpL-Konibinations- 
Komplexe eingeaetzt, 24 h nach der Injektion wurden 14 
\m dicke Gefrierschnitte der geernteten Lunge auf 
Expression des Reportergens mlttels Farbung mit X-gal 
und Gegenfarbung mit "Nuclear Fast Red" unter sucht. Die 
FSrbungen sind in Fig. 12 dargestellt ( Vergr5Berung : 
600 X); sie zeigen die Ergebnisse der Transfektion von 
Ratten, die mit bTfpL/AdpL-Komplexen, enthaltend ein 
irrelevantes nicht-lacZ -Plasmid der Bezeichnung pRc/RSV 
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Oder pC31VB-gal, enlrhal-bend das XacZ-Reporterplasmid, 
behondelt woxden war en. A: Bei.spi.el elnes BronchloXus^ 
behandert mil: KompXexen, enthaX*tend pRc/RSVi B: r -f^r; 
BeXspleX elnes Bronchus, behandeXI: ml-t KotnpXexeh, 
en-tbaXtend pCMVfi-gaX; C: BeispleX der dXstaXen 
Atemwegsregion, behandeXt mil: KompXexen, enirhaXtend 
pHc/HSV; D: BelspleX der dlst:aXen Atemf/egsreglon, 
behandeXt inlt: KompXexen^ en-thal-fcend pCMV6-gaX; E: 
VergrOBerung der B-GaXalctosidase-posltiven Region aus 
Iiungen, behandeXt: rait KompXexen, enthaXtend pCMVfl-gaXj 
(VergrSBerung: X.OOO x)* ^. in^n; 

BelspleX 7 

Konstruktion von Konjugaten rait Spezlfitfit ftir 
Lungenreglonen 

Bs warden Kon Jugate Ira HlnbXlck auf die seXektlve 
Blndung an den bewlraperten Tell des AtemwegsepltheXs | 
konstrulert. Die Konstruktion soXcher Konjugate 
erfordert (Im aXXgemelnen «rle auch Im spezleXXen 
Anwendungsf aXX ) u.a. die Bestatlgung der 
Bindungselgenschaften der Llganden-Kandldaten in der 
Konjugat-Konformatlon. AXs Kandldat wurde das SNA 
Lectin gewSihlt. 

a) HersteXXung von temSren Adenovirus- 

Polylysin/Lectln-PoXylysin/DNA-KompXeacen 

Wie in den vorangegangenen Belsplelen wurde das chimare 
Adenovirus P202 (2 x lOlO PartlkeX) mlt dem AntlkOrper- 
PolyXysin-KonJugat MPSOXpt. (X.25 jig) in 250 iiX HBS 
verelnigt und 30 rain bel Raumtemperatur Inkxiblert. 
Darauf wurde das Reporter- Plasinld pCMVL { 6 pg in 125 pi 
HBS) zugegeben und weltere 30 mln bel Raumtemperatur 
bebratet. Eln im Handel erhaltXiches biotlnyXlertes 
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Lectin SNA (B*Y Lab, San Mateo, CA; 2.8 pg) in 62.5 >il 
HBS wurde mit Streptavidin-Polylysin (1.35 pg In 
62.5 pi HBS) vereinig-t und zwecks Bildung von SMA- 
Polylysin 30 min bei. Raumtemperalnir stehen geXassen. 
Das SNA-Polylysin wurde mit oblger Reaktionsmischung 
zur Bildung von SNA-Adenovirus-Polylysln-DNA-Komplexen 
ver-einigt. 2um Vergleich warden Komplexe ohne den SNA- 
Iiiganden, wie in den vorangegangenen Beispielen 
beschrleben, Herges tel It . 

b) Xn vivo Anwendung von Lectin-Komplexen in der 
Lunge 

Dem zellspezlfischen Troplsmus des Lepins SNA ftir das 
bewimperte humane Atemwegsepithel wird im Frettcben 
entsprochen, das in den Experimenten als Tiermodell 
barangezogen wurde. Es warden mSnnliche Tiere mit ca. 
1.5 kg Karpergewicht verwendet, FUr Jedes Tier warden 
die in a) hergestellten Komplexe in vlerfacber Menge 
verwendet. Die Tiere warden anSsthesiert und die 
Komplexe mittels Bronchoskop in den recbten mittleren 
Lungenlappen eingebracht. Nacb 24 h warden die 
verschiedenen Lungenregionen geemtet, bomogenisiert 
und auf Lucif eraseaktivitat untersucht. Die 
untersucbten Lungenregionen umfaSten Telle, die mit den 
Komplexen bei der en Verabreicbung nicht in Kontakt 
waren (linker oberer Lungenanteil , Parenchym des linken 
oberen Lappens, unterer Anteil der Luftrahre) und 
Telle, die mit den Komplexen in Kontakt waren (rechter 
mlttlerer Lungenlappen, Parencbym des rechten mittleren 
Lungenlappens ) . Wie aus Fig. 13 ersichtlich, zeigten 
die Regionen, die mit den Komplexen in Kontakt waren, 
Luciferaseexpression (rechter mittlerer Lungenlappen, 
Parencbym des rechten mittleren Lungenlappens; 2. und 
3 , Balken ) , wShrend die anderen Regionen ( unterer 
Anteil der Luftrdhre, 1. Balken; Parenchym des linken 
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oberen Lappens, 4. Balken; linker oberer Lungenanteil. 
5* Balkan) kelne Expression zelgt:en- 

c) Untersuohung der Spezlfltflt: des Liganden 

Parallel dazu wurde die Spezifltat der Bindung wn . 
IiecTtin-KonJugaten unter sucht: . Da kein antl-Lectin- 
Anlrlkerper verfiigbar war, wurden Transferrin/Lectin- 
Polylysin/DNA-Komplexe hergestellt und die Bindung mit 
einem primSren anti-Transferrin-AntikOrper, der dxirch 
einen sekundftren Meerrettich-Peroxidase-gekoppel-ten 
an-fci-Maus-Antikairper verstarkt wurde- Es wurden die 
Konjugate iin apikalen Tail der bewimperten 
Zellpopulatrion nachgewiesen, die Testanordxing lieB , 
jedoch keinen eindeutrigen SchluB auf eine spezifische 
Bindung zu. 
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Paten-tansprtiche : 

Neues Konjugat, das die FShigkeil: besi-lizt, mit 
Nuklelnsdure KompXexe zu bilden und das aus edLnexn 
Intemallslerungsfak-bor und einer NxikleinsSure- 
affinen Substanz besteht;, zum Einftttiren von 
Niiklelnsaure ±n hdhere eukaryo-blsche ZeXlen, 
dadurch gekennzelchnet, da3 der 

Inteamalisierungsfakt:or eln Virus ist, das an die 
N\jkXeinsa\ire-af f ine Substanz Uber e±nen An-tikOrper 
derart gebunden ist, daJ3 es die FShigkelt: besitzt, 
aXs Bestandteil des Konjugat/Nukleinsaure- 
KompXexes in die Zelle einzudringen und den Inhalt: 
der Endosomen, in denen der Komplex nach Eintritrt 
in die ZelXe Xokalisiert: ist, ins ZytopXasina 
freizuse'tzen . 

Konjugat nach Ansprucb 1, dadurch gekennzeichnet , 
dafi der Antikarper an ein Virusprotein bindet, das 
an der Funktion des Virus, in die ZeXXe 
einzudringen und den Endosomeninhalt f reizusetzen, 
nicht beteilig-fc ist. 

Konjugat nach Anspruch 1 oder 2^ dadurch 
gekennzeichnet ^ daS das Virus ein Adenovirus 1st. 

Konjugat nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , 
dafi der Antikdrper an ein Epltop in der 
Hexonregion bindet. 

Konjugat nach den Ansprtichen 3 und 4, dadurch 
gekennzeichnet , daS das Adenovirus ein chimares 
Virus ist, das in der flir das Hexonprot:ein 
kodierenden Sequenz ans telle der Codons 188 - 194 
die fUr die Amxnos^uren 914 bis 928 des Mycoplasma 
pneumoniae Proteins PI kodierende Sequenz enthait 
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xjnd daB dear AntdLkerper an die Pi-Region bindet- 

6. Konjugat: nacli einem der Ansprttche 2 bis 5, d^^u^sh 
gakennzeicbnet, dafl der Antikarper ein 
monoklonaler Antikdirper ist- 

7. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch 
gekennzaichnet, daB die NukleinsSure-affine 
Subs-tana ein Polykation ist. 

8. Konjugal: nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet> 
daB das PoXykation Polylysin ist. 

9. Komplex aus NukleinsSure und einem Konjugat aus 
Intemalisierungsf akt:or und Nukleinsaure-a£finer 
Substanz^ dadurch gekennzeichnet, daB er als 
Konjugat eines der in den Ansprttchen 1 bis 8 
definieriren Konjugate enthSlt. 

10* Komplex nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichne-fci-i 

daB die Nukleinsaure ein Genkons-trukt is-t, das ein 
therapeutrisch wirksames Gen enthait. 

11. Komplex nach Anspruch 10, dadiirch gekennzeichnel:, 
daB das Gen ein gentherapeutisch wirksames Gen 
bzw. ein Genabschnitt: ist- 

12 • Komplex nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichne-t/ 
daB das Genkonstrukt einen Abschnltt enthait, von 
dem Zellfunk-tionen spezifisch inhibierende RNA- 
Molekiile transkribierbar sind- 

13. Komplex nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichne-t , 
daB das Vims per se ein Intemalisierungsf aktor 
fur die 2elle 1st. 
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14. Komplex nach Anspruch 9, dadurch gekennzelclinet, 
daS das Konjugat eln Virus enthait, daS nicnt; per 
se eixi Intemalisiaziingsf aktor fiir die 2elle ist 
und dai3 der Komplex aufierdem elnen 
Internalisierungsfaktor enthait. 



15. Komplex nach Anspruch 9 oder 14, dadurch 
gekennzeichnet, daB er ein wei teres Konjugat aus 
NukleinsSure-af finer Substanz und einem 
Internalisierungsfaktor, der spezifisch fUr einen 
Oberfiacheiurezeptor der hbheren eukaryoi:±scKen 
Zelle ist, enthait, wobei das Virus -Konjucrat und 
das Intemallsierungsfaktor-Konjugat mit der 
NukleinsSure komplexiert sind. 

16. Komplex nach Anspruch 15^ dadurch gekennzeichnet, 
daB die NukleinsSure-af fine Substanz des zweiten 
Konjugats ein organisches Polykation ist* 

17. Komplex nach Anspruch 16, das das Polykation 
Poly ly sin ist- 

18- Komplex nach Anspruch 15, dadurch gekennzeiohnet , 
daB der zweite Intemalisierungsf aktor Transferrin 
ist. 

19. Komplex nach Anspruch 15, dadurch gekennzeiohnet, 
daB der zweite intemalisierungsf aktor ein Lectin 
ist. 

20. verfahren zum Einbringen von Nukleinsaure in 
habere eukaryotische Zellen, dadurch 
gekennzeiohnet, daB die Zellen mit einem der in 
den Anspriichen 9 bis 19 definierten Komplexe 
behandelt werden. 
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21. PharmazeutriscOie Zxibereitiing, dadurch 
gekennzeichnet, da6 sie als wirksame Koinponente 
einen der In den Anspriichen 9 bis 19 deflnlexten 
KompXexe enthfiXt. 

22. TransfeJctlonskit, enthaltend exne Tragereinheil: . 
in der sich aswei oder mehrere BehSlter be£inden^, j . 
wobei ein erster Beh^ter eine NukleinsStire-af f ine 
Substanz, gebunden an einen AntikOrper, und ein 
Kweiter Behaiter ein Virus, mit dera der Antikttrper 
immunreaktiv ist, enthait, wobei das Virus die 
Fahigkei-fc besiiizt, in eine hdhere eukaryotische 
Zelle einzudringen, wenn es Teil aines Komplexes 
zwischen der NukleinsSure-af finen Substanz und 
einer Nukleinsaure ist und wobei das Virus die ^ 
FShigkei-b tiat, den Inhalt der Endosoraen, in denen 
der Kompiex nach Eintri1:t in die Zelle lokalisierl: 
±str ins Zytoplasma freizusetzen. 

23. Transfek-fcionski-fc, enthaltend eine Tragereinheit , 
in der sich ein oder mehrere BehSuLter befinden, 
wobei ein erster Bebaiter eine Nukleins^ure-af f ine 
Subs-tanz entli^t, die immunologiscb Ober einen 
AntrikSrper an ein Virus gebunden ist, das die 
Fahigkeii: ha-fc, in eine habere eukaryotische Zelle 
einzudringen, wenn es Teil eines Komplexes 
zwischen der Kukleinsaure-affinen Substanz und 
einer NukleinsHxire ist und wobei das Virus die 
Fahigkeit hat, den Inhalt der Endosomen, in denen 
der Kompiex nach Eintritt in die Zelle lokalisiert 
ist, ins Zytoplasma freizusetzen. 



24- Xransfektionskit nach Anspruch 22 oder 23, dadurch 
gekennzeichnet, daS auBerdera einer der Behaiter 
ein zweites Konjugat aus einem 
lntemalisier\ingsfaktor fiir eine htthere 
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etikaryotlsche Zelle und einer NukXelnsdure-af f inen 
Substanz enthSlt;. 
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